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Bisfenoli so spojine, ki se v velikih količinah uporabljajo pri izdelavi plastike. Vsakodnevno 
smo izpostavljeni nizkim koncentracijam bisfenolov, saj se ti nahajajo v izdelkih za 
vsakodnevno uporabo, v hrani, vodi in tudi zraku. Najbolj zastopan bisfenol je bisfenol A 
(BPA), ki je precej poznan tudi laični populaciji, saj je znan motilec endokrinega sistema in 
posledično že skoraj deset let prepovedan v otroških plastenkah. Kot alternativa pri izdelavi 
plastike in ostalih proizvodov so se zato pojavili različni analogi BPA, ki so manj raziskani, 
a imajo zaradi podobne strukture verjetno podobne učinke na endokrini sistem. Njihovi 
učinki na estrogenski in androgeni receptor so najbolj preučevani, naloga naše raziskave pa 
je bila ugotoviti, kakšen vpliv imajo na glukokortikoidni receptor (GR). 
S pomočjo celične linije MDA-kb2 smo ugotavljali vpliv sedmih bisfenolov na GR. Najprej 
smo izbranim analogom določili najnižjo citotoksično ali najvišjo necitotoksično 
koncentracijo s testom citotoksičnosti z resazurinom. Najnižja citotoksična koncentracija je 
za bisfenol E (BPE) znašala 150 µM pri testiranju na agonistično delovanje, za bisfenol P 
(BPP) 25 µM tako pri testiranju na agonistično kot tudi na antagonistično delovanje in za 
tetrametil bisfenol F (TMBPF) 25 µM pri testiranju na agonistično in 50 µM pri testiranju 
na antagonistično delovanje. Bisfenol AP (BPAP) in bisfenol B (BPB) sta se obarjala v 
mediju pri koncentracijah, višjih od 50 µM, zato sta njuni najvišji testirani koncentraciji bili 
25 µM za BPAP ter 50 µM za BPB in se nista izkazali kot citotoksični. Najvišja testirana 
koncentracija za 2,4-bisfenol S (2,4-BPS) in bisfenol F (BPF) je bila 50 µM, pri kateri spojini 
nista bili citotoksični. Nadalje smo ugotavljali vpliv bisfenolov na GR s pomočjo 
luciferaznega testa. Rezultati testiranja so pokazali, da spojina BPE deluje agonistično na 
GR (EC50 = 13,65 µM), spojine BPAP (IC50 = 15,75 µM), BPB (IC50 = 24,55 µM) in BPP 
(IC50 = 13,04 µM) pa delujejo antagonistično na GR. Z dodatnim testom agonističnega 
delovanja na GR s pomočjo mifepristona (RU-486) smo potrdili domnevo, da je BPE 
povzročil zvišanje aktivnosti luciferaze preko GR, z dodatnim testom inhibicije luciferaze 
pa da so BPAP, BPB in BPP povzročili znižanje aktivnosti luciferaze preko GR. 
Rezultati raziskovalnega dela nakazujejo na to, da imajo nekateri bisfenoli lahko vpliv na 
glukokortikoidni sistem. Da bi popolnoma toksikološko ovrednotili te spojine, pa bi 
potrebovali še več in vivo, in vitro ter epidemioloških raziskav. 
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Bisphenols are compounds that are used in big quantities for manufacturing of plastics. We 
are exposed to low concentrations of bisphenols daily because they can be found in everyday 
products, food, water and air. Most common bisphenol is bisphenol A (BPA) which is 
recognised even in the lay population because it is a known endocrine disruptor and has 
subsequently been prohibited in baby bottles for the past 10 years. As an alternative, many 
other bisphenol analogues have come into use but because of their similar chemical structure 
they are expected to have similar effects on the endocrine system. Their activity on estrogen 
and androgen receptors is the most studied, but the goal of our research was to determine 
their effect on glucocorticoid receptors (GR). 
The activity of seven bisphenols on the GR was assessed on the MDA-kb2 cell line. We 
performed a cell viability assay with resazurin to determine the lowest cytotoxic or highest 
non-cytotoxic concentration for each compound. Lowest cytotoxic concentration for 
bisphenol E (BPE) was 150 µM at testing for agonistic activity, for bisphenol P (BPP) it was 
25 µM both at testing for agonistic and antagonistic activity and for tetramethyl bisphenol F 
(TMBPF) it was 25 µM at testing for agonistic activity and 50 µM at testing for antagonistic 
activity. Bisphenol AP (BPAP) and bisphenol B (BPB) had a low solubility in the test 
medium at concentrations higher than 50 µM so the highest concentrations we could test for 
these two compounds were 25 µM for BPAP and 50 µM for BPB, which were not found to 
be cytotoxic at either type of testing. For 2,4-bisphenol S (2,4-BPS) and bisphenol F (BPF) 
the highest tested concentration of 50 µM was not cytotoxic at both types of testing. We 
assessed glucocorticoid activity of bisphenols with luciferase assay. Only BPE showed 
agonistic activity on GR (EC50 = 13,65 µM). BPAP (IC50 = 15,75 µM), BPB (IC50 = 24,55 
µM) and BPP (IC50 = 13,04 µM) showed antagonistic activity on GR. With an additional test 
of agonistic activity with mifepristone (RU-486) we confirmed that BPE caused an elevation 
in luciferase activity through agonistic activity on GR. With an additional test of inhibition 
of enzyme luciferase we showed that bisphenols that exhibited antagonistic activity lowered 
luciferase activity not by inhibiting the enzyme luciferase but through activity on GR. 
The results from our research imply that some bisphenol analogues could have an impact on 
the glucocorticoid system. More in vivo, in vitro and epidemiological research is needed to 
fully determine the toxicological profile of these compounds. 
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2,4-BPS 2,4-bisfenol S 
ACTH  adrenokortikotropni hormon 
AR  androgeni receptor 
BPA  bisfenol A 
BPAP  bisfenol AP 
BPB  bisfenol B 
BPE  bisfenol E 
BPF  bisfenol F 
BPP  bisfenol P 
BPS  bisfenol S 
CDC   Centers for Disease Control and Prevention (Centri za nadzor bolezni in 
preventivo) 
CHO-K1 celična linija ovarijev kitajskega hrčka 
CS-FBS  Charcoal Stripped Fetal Bovine Serum (fetalni goveji serum, prečiščen s 
pomočjo aktivnega oglja) 
CRF  kortikotropin sproščujoči faktor 
DBD  sredinska DNA vezoča domena 
DDT  dikloro-difenil-trikloroetan 
DMSO dimetil sulfoksid 
EFSA   European Food Safety Authority (Evropska agencija za varnost hrane) 
ER  estrogenski receptor 
ERα  estrogenski receptor α 
ERβ  estrogenski receptor β 
EU  Evropska unija 
FBS  Fetal Bovine Serum (fetalni goveji serum) 
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GR  glukokortikoidni receptor 
HC  hidrokortizon 
HRE  hormonsko odzivni element 
LAF  laminarni pretok zraka 
LBD   C-terminalna ligand vezoča domena 
LOAEL Lowest Observed Adverse Effect Level (najnižji odmerek, pri katerem je 
opažen neželen učinek) 
NTD  N-terminalna transaktivacijska domena 
PBS   fosfatni pufer 
PCB  poliklorirani bifenili 
PPARɣ s peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor ɣ 
PXR  pregnanski receptor X 
RLB  Reporter Lysis Buffer (lizirni pufer) 
RSD  relativna standardna deviacija 
RTA  relativna transkripcijska aktivnost 
RU-486 mifepriston 
SD  standardna deviacija 
TDI  tolerirani dnevni vnos 
TMBPF tetrametil bisfenol F 





Vprašanje, ali spojine, ki nas obkrožajo vsakodnevno, negativno vplivajo na naše zdravje, je 
že nekaj desetletij močno prisotno tako med laično javnostjo kot tudi v znanstvenih krogih, 
odgovor pa je še vedno nejasen. Medtem ko mnoge raziskave nakazujejo na to, da določene 
spojine v našem okolju motijo endokrini sistem živali, je celokupni vpliv na zdravje človeka 
slabo poznan. Potrebne so dodatne epidemiološke in toksikološke študije, ki bi nam dale 
dokončen odgovor o nevarnosti njihovi izpostavitvi (1).  
1.1 Motilci endokrinega sistema 
Svetovna zdravstvena organizacija je leta 2002 opredelila motilce endokrinega sistema kot 
»snovi ali zmesi, ki spremenijo funkcije endokrinega sistema ter posledično škodljivo 
učinkujejo na zdravje organizma, njegove potomce ali (pod)populacije (2).« Motilci 
endokrinega sistema so spojine, ki zaradi neprimerne izpostavljenosti spremenijo ali 
vplivajo na normalno hormonsko funkcijo in homeostazo organizma ter imajo lahko 
škodljive učinke na endokrini sistem (3). Hormoni delujejo v zelo majhnih količinah in ob 
natančno določenem času ter tako regulirajo telesni razvoj, metabolizem, rast, reprodukcijo 
in vedenje. Motilci endokrinega sistema motijo ta natančno uravnavan sistem, povzročijo 
hormonsko neravnovesje in tako vplivajo na zdravje posameznika. Motnje v endokrinem 
sistemu lahko povzročajo tako naravne spojine (npr. fitoestrogeni, ki so prisotni v rastlinah) 
kot tudi spojine, pridobljene s sintezo. Med slednje sodijo pesticidi, parabeni, dioksin in 
dioksinu podobne spojine, plastifikatorji, kot so npr. bisfenoli in ftalati, ter zdravilne 
učinkovine (npr. dietilstilbestrol). Prisotni so v zraku, vodi, hrani, zemlji, izdelkih za osebno 
rabo, lahko se sproščajo iz vsebnikov za hrano in pijačo, možna je tudi intravenozna pot 
vnosa v telo (npr. ftalatov, saj se uporabljajo za izdelavo cevk za intravenozno aplikacijo 
zdravil) (4, 5). Velik doprinos k onesnaženosti okolja prispeva industrija (npr. farmacevtska, 
kozmetična, živilska), kjer se uporabljane kemikalije lahko sprostijo v odpadne vode in 
zemljo, pa tudi živinoreja, saj se mnogi steroidni hormoni uporabljajo za povečanje telesne 
mase živine. Pri nekaterih od teh snovi je problematična tudi njihova stabilnost, saj imajo 
dolg razpolovni čas in se lahko v okolju kopičijo – na primer pesticid dikloro-difenil-
trikloroetan (DDT) in poliklorirani bifenili (PCB), medtem ko se na primer bisfenol A (BPA) 
hitro razgradi (4).  
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Motilci endokrinega sistema lahko oponašajo delovanje endogenih hormonov v telesu (npr. 
estrogenov, androgenov, ščitničnih hormonov) in se vežejo na receptor, kamor bi se sicer 
vezal hormon. Delujejo lahko agonistično ali antagonistično na receptor, lahko pa tudi 
vplivajo na metabolizem endogenih hormonov v telesu. Takšno delovanje povzroči neželene 
učinke na procese v telesu, najverjetneje pa so ti rezultat kronične izpostavljenosti majhnim 
odmerkom več različnih motilcev. Izziv pri ugotavljanju učinkov endokrinih motilcev je ta, 
da se ti lahko pojavijo tudi desetletja kasneje (3–5). Povezujemo jih z motnjami 
reproduktivnega sistema, povečano incidenco raka dojk, motnjami imunskega sistema, 
metabolizma ogljikovih hidratov in maščob ter zamiki v nevrološkem razvoju pri otrocih 
(5).  
Zakonodaja Evropske unije (EU) določa, da je potrebno vse kemikalije, ki se uporabljajo v 
fitofarmacevtskih in biocidnih sredstvih, preden pridejo na trg, odobriti na ravni EU. Tako 
so vse tovrstne kemikalije, ki so na trgu, predhodno že imele dokazano varno uporabo. Če 
pride naknadno do novih znanstvenih spoznanj, pa se odobrenim kemikalijam lahko znova 
omeji uporaba ali pa se odobritev odvzame (2). Tako je potrebno od leta 2019 za vse tovrstne 
spojine imeti potrjeno, da niso motilci endokrinega sistema. 
1.2 Glukokortikoidni sistem 
Glukokortikoidi so steroidni hormoni, ki se sintetizirajo iz holesterola in sproščajo iz zone 
fascikulate v skorji nadledvične žleze. Njihova sinteza je regulirana preko osi hipotalamus-
hipofiza-nadledvična žleza po principu negativne povratne zveze. Iz hipotalamusa se sprosti 
kortikotropin sproščujoči faktor (CRF), ki vpliva na hipofizo tako, da začne sproščati 
adrenokortikotropni hormon (ACTH). ACTH nato v celicah skorje nadledvične žleze 
pospeši sintezo glukokortikoidov, ko pa koncentracija teh v plazmi naraste, ti zavrejo 
sproščanje CRF iz hipotalamusa in ACTH iz hipofize (6). Poglavitni glukokortikoid je 
kortizol. Glukokortikoidi so vpleteni v raznolike celične funkcije, kot so homeostaza, 
metabolizem in vnetje – pospešijo katabolizem beljakovin in maščob ter tako sproščanje 
aminokislin iz skeletnih mišic in prostih maščobnih kislin iz maščevja, pospešujejo 
glukoneogenezo v jetrih in lokalno nabiranje maščob (7). Povečano izločanje 
glukokortikoidov, predvsem kortizola, je značilna sestavina obrambnega odziva na stres, 
delujejo pa tudi protivnetno in imunosupresivno (7, 8). Obenem se sintezni derivati 
uporabljajo tudi kot zdravila za različne avtoimunske in vnetne bolezni, npr. astmo, alergije, 
črevesno vnetno bolezen in multiplo sklerozo. Z dolgo rabo in visokimi odmerki pa se 
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pojavljajo neželeni učinki, kot so osteoporoza, sladkorna bolezen, debelost in hipertenzija 
(9). Glukokortikoidi so eni izmed najbolj predpisovanih zdravil, posledično pa je v okolju 
prisotna velika količina teh zdravilnih učinkovin. Na primer, v Severnem morju je skupna 
koncentracija glukokortikoidov (kortizol, kortizon, kortikosteron, prednizon in prednizolon) 
leta 2017 znašala od 0,89 ng/L do 39,14 ng/L, podobno koncentracijo glukokortikoidov pa 
so zaznali tudi v rekah na Japonskem (10).  
Glukokortikoidi svoje fiziološke in farmakološke učinke sprožijo preko glukokortikoidnih 
receptorjev (9). Glukokortikoidni receptor (GR) je steroidni, hormonsko aktivirani 
transkripcijski faktor, ki sodi med jedrne receptorje. Vsebuje tri velike funkcionalne domene: 
N-terminalna transaktivacijska domena (NTD), sredinska DNA vezoča domena (DBD) in 
C-terminalna ligand vezoča domena (LBD). Slednja je sestavljena iz 250 aminokislin, ki so 
postavljene v tri plasti dvanajstih α-heliksov (9, 11). GR se večinoma nahaja v citoplazmi 
celic in je vezan na večproteinski kompleks. Po vezavi liganda pride do spremembe v 
konformaciji GR, ta disociira od večproteinskega kompleksa in se translocira v jedro, kjer 
se veže na specifično zaporedje DNA, imenovano hormonsko odzivni element (HRE), in 
tako vpliva na gensko izražanje – lahko pride do povečanja ali zaviranja prepisovanja genov. 
Za sintezo proteinov in učinek je potrebno od 45 do 60 minut, da se izrazi poln učinek, pa je 
potrebno tudi več ur ali dni. Takšno delovanje glukokortikoidov imenujemo genomsko 
delovanje. Poznamo tudi negenomski način delovanja glukokortikoidov, ki poteka preko 
interakcije med citosolnim ali membransko vezanim receptorjem, do učinka pa pride že po 
nekaj sekundah ali minutah. Tako lahko na primer glukokortikoidi vplivajo na prenos 
nekaterih ionov preko celične membrane. Takšen način delovanja je prisoten predvsem pri 
visokih koncentracijah glukokortikoidov, fiziološki pomen pa še ni povsem pojasnjen (6, 9).  
GR so široko izraženi v organizmu in so vpleteni v mnoge bolezenske izide. Motnje 
glukokortikoidov so povezane z napakami ob rojstvu, motnjami razpoloženja, kognitivnimi 
motnjami, rakom, imunskimi boleznimi, alergijskimi boleznimi, metaboličnimi 
disfunkcijami itn. (10).  
1.3 Bisfenoli 
Bisfenoli so aromatske spojine, sestavljene iz dveh para-hidroksi fenilnih funkcionalnih 
skupin, ki sta povezani preko ogljikovega atoma, lahko pa tudi preko katere druge kemijske 
skupine (npr. sulfonilne) (12). So široko uporabljani v industriji plastike za izdelavo 
polikarbonatov, epoksidnih smol in termalnega papirja. Posledično lahko bisfenole najdemo 
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v marsikaterem izdelku, kot so plastenke, konzerve, knjige, računi, časopis, igrače, dentalne 
plombe in tudi v ceveh za napeljavo pitne vode (13, 14).  
Bisfenol A (BPA) je najbolj razširjen bisfenol (13). Prvič je bil sintetiziran leta 1891, 
njegova estrogenska aktivnost pa je bila odkrita že leta 1936 (15). Molekula BPA je 
sestavljena iz centralnega ogljikovega atoma, na katerega sta pripeti dve metilni skupini in 
dva fenolna obroča (16). Nekatere fizikalno-kemijske lastnosti BPA so navedene v 
preglednici I. 
Preglednica I: Fizikalno-kemijske lastnosti bisfenola A 



























V petdesetih letih prejšnjega stoletja se je začela povečevati njegova uporaba kot monomera 
za izdelavo polikarbonatne plastike, ki je poceni, lahek, transparenten in odporen material. 
Je tudi sestavni del polikarbonatnih smol, ki se uporabljajo za prevleko notranjosti pločevink 
in konzerv, namenjenih za pijačo in hrano, ter se uporablja kot aditiv pri izdelavi drugih vrst 
plastike, npr. polivinilklorida (15, 18). Svetovna potrošnja v letu 2015 je znašala 7,7 
milijonov ton BPA, po napovedih za leto 2022 pa bo številka narasla na 10,6 milijonov ton 
(19). Kljub relativno kratki razpolovni dobi in nizkemu potencialu za bioakumulacijo, ga 
zaradi zelo široke uporabe lahko zaznamo v živalskih proizvodih, telesnih tekočinah in 
okolju (16). BPA je polimeriziran preko estrskih vezi, pri visokih temperaturah ali pri stiku 
s kislino ali bazo pa lahko pospešeno poteče hidroliza (18), kar pomeni, da se monomerni 
BPA lahko sprosti iz embalaže v hrano ali pijačo ter ga tako zaužijemo (15). Pri ljudeh je 
primarni vir vnosa BPA konzervirana hrana (16). Lahko se absorbira tudi preko kože, npr. z 
5 
 
dotikanjem termalnega papirja, vnesemo pa ga lahko tudi z vdihovanjem hišnega prahu (15). 
V preglednici II so navedene nekatere koncentracije BPA v okolju in bioloških vzorcih. 
Preglednica II: Koncentracije BPA v okolju in bioloških vzorcih 
Preiskovan vzorec Koncentracija BPA (povprečna vrednost ali razpon) Vir 
Pitna voda; Francija 9 ng/L (0,04 nM) (14) 
Voda v plastenkah iz 
polikarbonatne 
plastike; Francija 
70–4210 ng/L (0,31–18,44 nM) (14) 
Zrak; Indija, Kitajska, 
Japonska, ZDA 
0,004–17 ng/m3 (urbana območja) 
0,005–0,2 ng/m3 (podeželje) (16) 
Termalni papir; ZDA 20 mg/g papirja (16) 
Ribe; Evropa, Azija 0,2–13.000 ng/g (16) 
Človeško tkivo; Belgija 
0,91 ng/g (možgani) 
1,48 ng/g (jetra) 
3,78 ng/g (maščobno tkivo) 
(20) 
Urin; ZDA 2,0 ng/mL (8,76 nM) (10) 
Kri, nekonjugiran BPA; 
ZDA 0,5–22,3 ng/mL; povprečje 1 ng/mL (4,38 nM) (21) 
 
Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) je leta 2015 v javnem znanstvenem mnenju o 
BPA določila tolerirani dnevni vnos (TDI) na 4 µg/kg telesne mase na dan, najvišja 
predvidevana količina vnosa BPA v telo prek hrane in drugih virov pa naj bi znašala od 
trikrat do petkrat manj, kot je določen TDI (22) – več študij nakazuje na to, da je dnevni 
vnos BPA manjši od 1 µg/kg telesne mase (23). Po strokovnem mnenju EFSA-e BPA ne 
predstavlja tveganja za zdravje, saj je trenutna izpostavljenost prenizka, da bi lahko 
škodovala zdravju (22).  
Po zaužitju se BPA presnovi v jetrih (metabolizem prvega prehoda), kjer se s pomočjo 
jetrnega encima UDP-glukuronil-transferaza (UGT) primarno konjugira v BPA-glukuronid, 
v manjšem obsegu pa nastane tudi BPA-sulfat. Po konjugaciji se BPA iz krvi hitro izloči 
preko ledvic v urin – šest ur po zaužitju se v urinu izloči več kot 90 % BPA (16). Volkel in 
sodelavci so prišli do zaključka, da je biološka razpolovna doba BPA t1/2 = 5,3 ure (24). V 
kasnejših raziskavah, kjer so ugotavljali vpliv posta na ravni BPA v krvi, niso uspeli dokazati 
hitrega izločanja BPA iz telesa. Možni razlogi za ta pojav so, da je dejanska razpolovna doba 
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daljša, kot je bilo sprva ocenjeno, da se BPA v telesu kopiči ali pa da hrana ni edini 
relevanten način vnosa. Zaradi svoje lipofilne strukture naj bi bisfenoli vseeno posedovali 
potencial za akumuliranje v maščobnem tkivu in tako vzdrževali konstantno nizko 
koncentracijo v serumu (25, 26).  
BPA izraža šibek estrogenski vpliv v telesu, BPA-glukuronid, ki nastane v telesu s pomočjo 
jetrnega encima UGT, pa takega učinka ne izraža. Dejstvo, ki vzbuja skrb, je, da BPA prehaja 
preko placente, fetus pa ima le malo UGT, ki bi BPA metabolizirala v glukuronidno obliko 
(23). Veliko študij nakazuje, da je BPA zdravju škodljiv zaradi motenj endokrinega sistema 
(11). Izkazuje estrogensko aktivnost, antiandrogeno aktivnost (10, 27), genotoksičnost, 
povzroča oksidativni stres, mutagenost in karcinogenost (13), obstaja tudi povezava med 
visokimi serumskimi koncentracijami BPA in spremembami v izločanju gonadotropnih 
hormonov (25), novejše študije pa nakazujejo tudi na vpliv na GR (10). V študiji, izvedeni 
na adipocitni celični liniji 3T3-L1, je BPA deloval kot agonist na GR pri koncentraciji 1 µM. 
Stimuliral je prek GR posredovano lipidno akumulacijo in adipocitno diferenciacijo ter ga 
zato povezujemo tudi z debelostjo (10, 12, 28). Na kvasovkah, ki izražajo androgeni receptor 
(AR) in GR, je BPA deloval antagonistično na GR z IC50 67 µM, prav tako je antagonistično 
deloval na GR v študiji na celični liniji ovarijev kitajskega hrčka (CHO-K1). Študije vpliva 
BPA na GR na različnih celičnih linijah v literaturi dajejo nasprotujoče si rezultate, kar je 
lahko posledica razlik v pomenu GR pri določeni vrsti celic ali pa zaradi drugačne metode 
določanja (npr. metoda določanja učinka s pomočjo encima luciferaze, na aktivnost katerega 
lahko nespecifično vpliva več spojin) (23, 27).  
Prenatalno izpostavljenost BPA povezujejo tudi z motnjami rasti in razvoja organov, kar 
lahko kasneje v življenju vodi do bolezni. Nekaj živalskih študij nakazuje na povezavo med 
BPA in razvojem astme. V študiji na brejih miših je izpostavljenost okoljsko relevantnim 
odmerkom BPA močno okvarila fetalna pljuča, BPA pa naj bi te motnje povzročal delno 
tudi preko zaviranja glukokortikoidnega signaliziranja (29). Tudi študije na ljudeh kažejo na 
povezavo med BPA in razvojem pljuč. V kohortni epidemiološki študiji so ugotavljali 
povezavo med izpostavljenostjo BPA in slabšo pljučno funkcijo pri otrocih do petega leta 
starosti. Otroci, ki so bili prenatalno izpostavljeni višjim koncentracijam BPA, so imeli višjo 
pojavnost sopenja in slabšo pljučno funkcijo, medtem ko te povezave niso potrdili pri 
postnatalni izpostavljenosti BPA (30).  
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Zaradi dognanj o vplivu BPA na endokrini sistem je ta od leta 2011 v EU prepovedan v 
plastenkah za dojenčke (15). Posledica prepovedi je porast proizvodnje analogov BPA, ki se 
uporabljajo kot njegov nadomestek, imajo pa zaradi podobne kemijske strukture posledično 
tudi podobne toksikološke učinke kot BPA (11, 15). Več študij nakazuje na to, da se BPA in 
njegovi analogi lahko vežejo na jedrne receptorje, kot so estrogenski receptor (ER), s 
peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor ɣ (PPARɣ), pregnanski receptor X (PXR) 
in GR (11). Bisfenolni analogi imajo nekatere fizikalno-kemijske lastnosti, ki so podobne 
tistim, ki jih imajo naravni ligandi na GR. Študije molekularnega sidranja so pokazale, da 
sta interakcijska moč in vezavna energija BPA podobni kot pri deksametazonu in kortizolu, 
ki sta agonista na GR, molekularna osnova učinkov ostalih analogov pa je malo znana. V 
poskusu z rekombinantnim GR in s fluoresceinom označenim deksametazonom so s 
pomočjo polarizacije izsevane fluorescence ugotovili, da se BPA in analogi bisfenol E, 
bisfenol F, bisfenol AP, bisfenol P ter bisfenol B lahko vežejo na GR (11). Učinki analogov 
BPA na GR bi lahko vplivali na testikularno steroidogenezo in spermatogenezo in vivo, kar 
pa do sedaj še ni dovolj raziskano (27). V tem magistrskem delu smo preučevali vpliv 
različnih analogov BPA, ki so opisani v nadaljevanju, na GR. 
1.4 Bisfenol F 
Bisfenol F (BPF) je analog BPA, ki ima namesto dveh metilnih skupin na centralnem 
ogljikovem atomu dva vodikova atoma. Je eden izmed najbolj uporabljanih analogov 
bisfenola A v izdelavi epoksidnih smol in polikarbonatne plastike ter zelo pogosto zaznan 
kontaminant v hrani, predvsem v mesnih proizvodih, ribah in ostali morski hrani, zelenjavi, 
obenem pa tudi v okolju, na primer v rekah, pitni vodni in podzemnih vodah (13). V 
raziskavi, ki so jo izvedli ameriški Centri za nadzor bolezni in preventivo (CDC) v sklopu 
»National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES)« v ZDA med letoma 2013 
in 2014, so v 66,5 % vzorcev urina, ki so jih testirali, zaznali BPF. Povprečna vrednost BPF 
v urinu je znašala 0,35 µg/L oz. 1,75 nM (19). V raziskavi iz leta 2018 je njegova 
koncentracija v serumu preiskovancev znašala 0,115 ng/mL oz. 0,57 nM, nahajal pa se je v 
polovici odvzetih vzorcev (31). 
Zanimivo je odkritje, da je BPF prisoten tudi v naravi – nahaja se v gorčici, narejeni iz semen 
bele gorčice (Sinapis alba). V 61 vzorcih gorčice so izmerili povprečno koncentracijo BPF 
1,85 mg/kg gorčice, najvišja vrednost pa je znašala 8,35 mg/kg. Na podlagi LOAEL 
vrednosti za podgane v subakutni, 28-dnevni študiji, ki znaša 20 mg/kg telesne mase/dan, pa 
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so prišli do zaključka, da je za osebo s 60 kg telesne mase še toleriran dnevni vnos BPF 0,67 
mg, kar bi bilo enako vnosu 362 g gorčice (32). Najden je bil tudi v petih vrstah rastlin, ki 
se uporabljajo v tradicionalni kitajski medicini, kar je tudi vir izpostavljenosti BPF. Dnevna 
izpostavljenost BPF s pripravkom iz rastline Gastrodia elata iz družine kukavičevk 
(Orchidaceae) znaša do 4,5 µg/kg telesne mase, ti pripravki pa so komercialno dostopni na 
spletu. V tradicionalni kitajski medicini se uporablja za zdravljenje glavobola, revmatoidne 
bolečine, vrtoglavice in tetanusa. Izpostavljenost BPF preko takih pripravkov je zelo nizka 
in verjetno neproblematična, vendar prispeva k celokupni izpostavljenosti bisfenolom (33). 
V študiji na humanih celicah periferne krvi je BPF induciral prekomerni nastanek reaktivnih 
kisikovih zvrsti in lipidno peroksidacijo, znižal pa je tudi raven glutationa (13). Na celični 
liniji CHO-K1 je izražal agonistično delovanje na ERα in ERβ (izkazoval je več kot 20 % 
transkripcijske aktivnosti, ki jo sproži estradiol) in antagonistično na AR (23). Estrogensko 
delovanje je izkazoval tudi na celični liniji MCF-7 celic raka dojke, kjer je EC50 znašal 1 µM 
(34). Antiandrogeno je deloval v raziskavi, narejeni na eksplantatih humanih testisov, 
najmočnejši učinek pa je izkazoval pri koncentraciji 10 µM (35). Znižal je steroidogeno 
aktivnost na celični liniji H295R, ki je pridobljena iz človeških rakavih celic nadledvične 
žleze, in motil sintezo kortikosteroidov (15). Tudi na celicah gliv kvasovk, ki izražajo AR in 
GR, je izkazoval antagonistično delovanje na obe vrsti receptorjev. Ker so GR vpleteni v 
regulacijo spermatogeneze, bi bisfenoli lahko motili produkcijo semenčic. IC50 za BPF na 
GR, izražen v kvasovkah, je znašal 60 µM (27). Do drugačnih rezultatov pa so prišli v 
raziskavi, narejeni na celični liniji MDA-kb2, kjer je BPF induciral transkripcijo genov 
preko GR s povečanjem luciferazne aktivnosti za 50 % pri koncentraciji 50 µM (36). 
Nekaj študij za preučevanje učinkov BPF je bilo narejeno tudi na živalih in ljudeh. Pri 
odmerku 20 mg/kg telesne mase/dan pri podganah so ugotovili, da pride do zmanjšanja 
telesne mase, ravni holesterola, albumina in glukoze, pri ženskih podganah pa je prišlo še do 
zvišanja koncentracije serumskega tiroksina (37). Izpostavljenost BPF pri ribah cebricah je 
povzročila morfološke malformacije (npr. perikardialni edem) in motnje reprodukcije, pri 
žabah pa so ugotovili moteno signaliziranje tiroidnih hormonov. Na ljudeh so preučevali 
dermalno izpostavljenost, vpliv na krvni pritisk in koncentracijo tirotropina v krvi. BPF je 
pri dermalni izpostavljenosti (v obliki dermalnih obližev) deloval dražeče in povzročal 
alergijski kontaktni dermatitis. V raziskavah niso našli povezave med urinsko koncentracijo 
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BPF in koncentracijo tirotropina v krvi, kot tudi ne med krvnim pritiskom in urinskimi 
koncentracijami BPF pri otrocih (38). 
1.5 Bisfenol B 
Bisfenol B (BPB) je analog BPA, ki ima na centralnem ogljikovem atomu, namesto ene 
izmed metilnih skupin, etilno skupino (13). BPB je bil zaznan v raznih vzorcih hrane – v 
konzervirani hrani (v koncentraciji 25–40 µg/kg), otroški hrani (1,1–8,5 ng/g) in mleku (16–
67 ng/mL). Pogosto je najden tudi v okolju, izdelkih za osebno nego, odpadnih vodah in 
hišnem prahu. Ocene dnevnega vnosa BPB na Kitajskem znašajo okoli 2,05 ng BPB/kg 
telesne mase (39). V urinu ljudi je njegova koncentracija znašala 0,05 ng/mL (0,21 nM), v 
raziskavi seruma žensk, ki imajo endometriozo, pa je koncentracija BPB znašala 5,15 ng/mL 
(21,25 nM), kar je skoraj dvakrat več, kot je bila pri preiskovankah v serumu povprečna 
koncentracija BPA (25, 40). Zaradi visoke koncentracije BPB v serumu žensk z 
endometriozo v primerjavi s kontrolno skupino zdravih žensk, kjer v serumu niso zaznali 
BPB, obstaja možna povezava med bisfenoli in endometriozo, kar pa mora biti dodatno 
raziskano (25). 
BPB je na humanih celicah periferne krvi induciral nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti v 
celicah in lipidno peroksidacijo ter znižal raven glutationa (13). Deloval je antiandrogeno v 
študiji na eksplantatih humanih testisov, najbolj značilno pri koncentraciji 0,1 µM (35). Na 
celični liniji H295R je BPB vplival na sintezo kortikosteroidov, in sicer je prišlo do znižanja 
ravni kortizola in kortikosterona (10). Deloval je agonistično na ERα in ERβ v študiji 
narejeni na celicah CHO-K1, prav tako tudi antiandrogeno na AR in antagonistično na GR. 
Na celični linji COS-7 je izkazoval agonistično delovanje na PXR (23). 
Na celični liniji MCF-7 je izkazoval agonistično delovanje na ER z EC50 0,07 µM. Aktivnost 
na ER je višja pri analogih, ki imajo na propanskem mostu pripeto hidrofobno skupino, zato 
je tudi BPB bolj potenten kot BPA. Obratno velja za analoge, ki imajo na propanskem mostu 
pripeto hidrofilno skupino; tem se aktivnost na ER zmanjša. Pri študiji učinkov na AR na 
celični liniji NIH3T3 je BPB deloval antiandrogeno z IC50 1,7 µM (34), antiandrogeno 
delovanje pa je izkazoval tudi na celični linji MDA-kb2 (41). In vivo izpostavljenost rib 




1.6 2,4-bisfenol S 
2,4-bisfenol S (2,4-BPS) je bisfenol, ki ima namesto centralnega ogljikovega atoma 
sulfonilno skupino (SO2), ena izmed hidroksilnih skupin na fenolnem obroču pa ni na para, 
temveč na orto mestu. Preučevan je bil v študiji analogov BPA, ki se nahajajo v termalnem 
papirju v Španiji, na Nizozemskem, Švedskem in Norveškem – v tej študiji so Björnsdotter 
in sodelavci ugotovili, da je bisfenol S (BPS) najbolj pogosto zaznan analog bisfenolov, 
obenem pa se je v preučevanih vzorcih pojavljal analog 2,4-BPS, za katerega ugotavljajo, 
da je nečistota uporabljanega BPS, saj je njegova koncentracija v papirju bila 20-krat nižja 
kot koncentracija BPS. Po njihovi oceni bi tudi sam 2,4-BPS bil možna zamenjava za BPA 
v izdelkih, ki vsebujejo bisfenole (42). 
V študiji so raziskovali tudi učinke najdenih bisfenolov na živalih, in sicer na ribah cebricah. 
Jajčeca oz. embrie cebric so izpostavili 100 nM in 100 µM koncentracijam bisfenolov. BPA 
je vplival na razvoj živčevja, kar je vodilo v spremembe vedenja cebric, BPS in 2,4-BPS pa 
nista povzročila nobenih vizualnih deformacij. V preizkušanju lokomotorne aktivnosti 
cebric so zaznali spremembo v plavalni dejavnosti in v vedenjskem odzivu na temo oz. 
svetlobo, ko so bile te izpostavljene 2,4-BPS (42). V študiji Pelch-a in sodelavcev je 2,4-
BPS izkazoval antagonistično delovanje na ERα na humani celični liniji HepG2, na AR v 
celični liniji MDA-kb2 pa ni izkazoval nobenega učinka (41). 
1.7 Tetrametil bisfenol F 
Tetrametil bisfenol F (TMBPF) je še razmeroma slabo poznan in neraziskan analog BPA. 
Na centralnem ogljikovem atomu nima dveh metilnih skupin, kot jih ima BPA, temveč dva 
vodikova atoma, na vsakem fenolnem obroču pa ima dodatno pripeti po dve metilni skupini. 
Prva večja študija o učinkih TMBPF je iz leta 2017, avtorjev Sota in sodelavcev. Preučevali 
so izdelke, shranjevane v vsebnikih, ki vsebujejo polimerno oblogo iz TMBPF, in v nobenem 
vzorcu niso našli TMBPF (meja detekcije je bila 0,2 ppb) (43). Razlog za to je verjetno v 
načinu polimerizacije, saj se v zadnjem koraku reakcije ne uporabi TMBPF. Tako je v 
končnem izdelku veliko manj prostega, monomernega TMBPF, posledično pa je človeška 
izpostavljenost nižja (44). 
Na celični liniji MCF-7 TMBPF ni aktiviral ER in ni povečal proliferacije celic, najnižja 
citotoksična koncentracija pa je znašala 3,9 µM. Pri testiranju na miših ni vplival na maso 
maternice, puberteto pri obeh spolih in tudi ne na njihovo celokupno telesno maso. Soto in 
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sodelavci ponujajo možno razlago, zakaj TMBPF ne deluje na ER, in to je zaradi omejene 
fleksibilnosti metilenskega mostu med aromatskima obročema zaradi štirih metilnih skupin 
(43). V drugi študiji, na celični liniji H295R, je TMBPF izkazoval citotoksičnost pri 
koncentraciji 30 µM, že pri 10 µM pa je viabilnost nihala okoli 80 %. Na tej celični liniji je 
prišlo do značilnega povečanja koncentracije testosterona in estradiola pri koncentraciji 
TMBPF 10 µM (44). 
Pri 90-dnevni in vivo subkronični sistemski izpostavljenosti na podganah (750 mg/kg telesne 
mase/dan za samice in 1000 mg/kg telesne mase/dan za samce) TMBPF ni vplival na 
smrtnost, telesno maso, uživanje hrane in lokomotorne sposobnosti. Prišlo je do povečanja 
mase jeter, hepatocelularne hipertrofije in povečanja mase ledvic, a te spremembe niso 
povzročale funkcionalnih težav in so verjetno prilagoditveni odziv. TMBPF je po doslej 
znanih podatkih verjetno nizkotoksičen analog BPA, obenem pa je človeška izpostavljenost 
precej nižja kot pri ostalih analogih (44). 
1.8 Bisfenol AP  
Bisfenol AP (BPAP) je analog BPA, ki ima namesto ene izmed metilnih skupin na 
centralnem ogljikovem atomu pripet fenilni obroč. Zaznan je bil v hrani, izdelkih za osebno 
nego, hišnem prahu in termalnem papirju (38, 41). Najden je bil tudi v urinu, in sicer v 
koncentraciji 0,3 ng/mL (1,03 nM) (40, 45). V izdelkih za osebno nego je njegova povprečna 
koncentracija znašala 0,47 ng/g, v mlečnih izdelkih pa 0,19 ng/g (40). 
V študiji na celicah CHO-K1 je BPAP izkazoval agonistično delovanje na ERα in ERβ, a 
manj potentno kot BPA, šibko antagonistično delovanje na AR in šibko antagonistično na 
GR (23). Tudi na celični liniji MCF-7 je izkazoval agonistično delovanje na ER pri 
koncentracijah, manjših od 1 µM (46). Kot spojina, ki deluje antagonistično na AR, je BPAP 
zanimiv tudi iz farmakološkega vidika, saj je na celičnih linijah na kastracijo odpornega raka 
prostate zmanjšal izražanje AR in bil identificiran kot potencialna spojina vodnica za to 
bolezen (47). Izpostavljenost rib cebric BPAP je povzročila morfološke malformacije, kot 
je npr. perikardialni edem (38). 
1.9 Bisfenol P 
Bisfenol P (BPP) je analog BPA, ki ima med fenolnima obročema pripeta dva ogljikova 
atoma, na katerih sta dve metilni skupini, med njima pa je pripet še fenilni obroč. Zaznan je 
bil v hrani, izdelkih za osebno nego, hišnem prahu (46), v urinu je bil zaznan pri koncentraciji 
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0,093 ng/mL (0,27 nM) (40) ter v serumu pri koncentraciji 0,142 ng/mL (0,41 nM) (31). V 
ZDA je bila najvišja zaznana koncentracija BPP v hrani 237 ng/g, v otroški hrani pa je 
vrednost znašala med 1 in 7,7 ng/g (39). 
Na celični liniji CHO-K1 je izkazoval šibek agonističen učinek na ERα, s tem da je najvišjo 
aktivnost dosegel pri 1 µM, pri višjih koncentracijah pa je ta začela padati. Pri višjih 
koncentracijah je na ERα izkazoval antagonističen učinek, z RIC20 1,1 µM. Na ERβ je 
izkazoval antagonističen učinek z RIC20 0,93 µM. Na tej celični liniji je deloval 
antagonistično tudi na AR in GR (23). 
Na celični liniji MDA-kb2 je bil citotoksičen pri koncentracijah nad 5 µM. Izkazoval je šibko 
antagonistično delovanje na GR pri 5 µM – luciferazna aktivnost pri tej koncentraciji je 
znašala okoli 70 % (48). 
1.10 Bisfenol E 
Bisfenol E (BPE) je analog BPA, ki ima na centralnem ogljikovem atomu pripeto samo eno 
metilno skupino. Doslej je bil najden v urinu, hrani, kanalizacijskih odplakah, v polimerih 
za dentalno uporabo (45), v termalnem papirju v koncentraciji 4 µg/g (40), v vzorcih medu 
pa v koncentraciji 12,8 ng/g (39). V študiji iz leta 2018 je njegova koncentracija v serumu 
ljudi znašala 0,154 ng/mL (0,72 nM) (31). 
Na eksplantatih humanih testisov je deloval antiandrogeno, in sicer najmočneje pri 
koncentraciji 10 µM (35). Na celični liniji H295R je motil sintezo kortikosteroidov (10). Na 
celični liniji CHO-K1 je izkazoval agonistično delovanje na ERα in ERβ ter antagonistično 
delovanje na AR; na slednjem je bil dvakrat bolj potenten kot BPA in 15-krat manj potenten 
kot hidroksiflutamid, ki je znan antagonist na AR (23). Antiandrogeno je deloval tudi na 
celični liniji MDA-kb2 (41). V živalski študiji na samcih miši je pospešil nastop pubertete 
in povzročil zmanjšano število spermijev, v študiji, narejeni na ribah cebricah, pa je prišlo 




2 Namen dela 
Bisfenol A je zadnjih 60 let prisoten v izdelkih, s katerimi vsakdanje rokujemo, razširjen je 
v okolju ter v hrani in vodi, ki ju uživamo. Tej spojini s(m)o ljudje izpostavljeni tudi 
prenatalno. Bisfenol A je eden izmed najbolj poznanih motilcev endokrinega sistema tudi 
laični javnosti, posledično pa se množično oglašujejo izdelki brez BPA in nas prepričujejo 
v nakup. Naša izpostavljenost bisfenolom se ne konča z uporabljanjem izdelkov s takšnim 
napisom, saj se v polikarbonatni plastiki in smolah lahko pojavljajo analogi te spojine, o 
katerih ne vemo veliko ali pa jih še ne poznamo. Izkušnje kažejo, da se velika strukturna 
podobnost spojin posledično odraža tudi na njihovih lastnostih, zato lahko pri analogih 
pričakujemo podobne učinke na endokrini sistem, kot jih ima BPA. Ker je dejstvo, da BPA 
izraža estrogensko aktivnost, znano že več kot 80 let, je tudi pri študijah njegovih analogov 
največ pozornosti namenjeno motnjam spolnega hormonskega sistema. O učinkih na 
glukokortikoidni sistem, ki je ključen za normalno delovanje organizma, je teh podatkov 
bistveno manj. 
V magistrskem delu bomo ovrednotili delovanje sedmih analogov bisfenola A na 
glukokortikoidni receptor. Agonističen oziroma antagonističen učinek izbranih spojin bomo 
preverjali na celični liniji MDA-kb2, ki izraža tako glukokortikoidne kot tudi androgene 
receptorje. Najprej bomo s pomočjo resazurina določali, kakšna je toksičnost izbranih 
analogov BPA na celično linijo. Če se bo katera izmed testiranih koncentracij spojin izkazala 
za citotoksično, bomo testirali nižje koncentracije, dokler ne bomo določili najvišje 
necitotoksične koncentracije, za nadaljnje delo pa bodo ustrezne le necitotoksične 
koncentracije spojin. V prvem delu bomo učinek na GR določali vsaki spojini pri izbranih 
začetnih koncentracijah z luciferaznim testom, s katerim določamo tako agonistično kot tudi 
antagonistično delovanje spojine. Tiste spojine, ki bodo izkazovale delovanje na GR, bomo 
kasneje testirali še v širšem koncentracijskem območju in skušali določiti, kako močan je 
njihov učinek na GR.  
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3 Materiali in metode 
3.1 Testirane spojine 
Ugotavljali smo glukokortikoidno delovanje sedmih analogov bisfenola A: BPAP, BPB, 
BPP, BPE, BPF, TMBPF in 2,4-BPS. Kot kontrolni spojini smo pri luciferaznem testu 
uporabili hidrokortizon (HC), ki je agonist na GR, in mifepriston (RU-486), ki je delni 
agonist in antagonist na GR. V preglednici III so prikazane preiskovane spojine in kontroli. 
V prilogi 1 so predstavljeni uporabljeni reagenti. 
Preglednica III: Spojine, preiskovane v eksperimentalnem delu, in kontroli. Pod imenom 
spojine je navedeno kemijsko ime IUPAC, v oklepaju proizvajalec spojine in država 
proizvajalca ter čistota spojine. V preglednici je navedena tudi njena oznaka oz. okrajšava, 
molska masa, številka CAS in kemijska struktura. 





















































































































3.1.1 Priprava vzorcev testiranih spojin 
V mikrocentrifugirko smo s pomočjo analitske tehtnice (Mettler Toledo, Greifensee, Švica) 
natehtali približno 2 mg spojine, nato pa smo jo raztopili v ustrezni količini topila dimetil 
sulfoksida (DMSO, Merck KGaA, Nemčija, čistota 99,9 %), da smo dobili želeno izhodiščno 
koncentracijo. Iz te izhodiščne raztopine smo nato z redčenjem v DMSO pripravili serijo 
nižjih koncentracij. Vse raztopine spojin v DMSO smo pripravili tako, da imajo 2000-krat 
višjo koncentracijo od želene končne testirane. 
Za pripravo vzorca spojine za nanos na testno ploščico smo nadalje vsako tako pripravljeno 
koncentracijo redčili še 1000-krat v testnem mediju, katerega sestava je opisana v 
nadaljevanju v podpoglavju »3.2.2 Gojitveni in testni medij« – 1 µL spojine, raztopljene v 
DMSO, smo dodali v 999 µL testnega medija. Tako pripravljene raztopine v 
mikrocentrifugirkah smo dobro premešali na vibracijskem mešalu (Tehtnica, Železniki, 
Slovenija). Nekatere spojine so se pri določenih koncentracijah obarjale v mediju, zato smo 
te koncentracije izključili iz testiranja ter uporabili nižje, pri katerih je bilo raztapljanje 
dobro. Končna koncentracija spojine v tako pripravljenih vzorcih za nanos na ploščico je 
dejansko dvakratna od želene končne testirane, saj jo pri nanosu na testno ploščico še dvakrat 
redčimo (postopek je podrobneje opisan v podpoglavju »3.3 Protokol testiranja spojin na 
celični liniji«). Končna koncentracija DMSO na testni ploščici je znašala 0,1 %. 
Vsako spojino smo prvotno testirali pri dveh oz. treh koncentracijah, ki so navedene v 
preglednici IV v razdelku »Začetne koncentracije«. Za vse spojine smo izbrali začetni 
koncentraciji 50 µM in 10 µM; zaradi obarjanja v testnem mediju smo BPAP in BPP 
namesto pri 50 µM testirali pri 25 µM, TMBPF pa pri 50 µM, 25 µM in 10 µM. Spojine, ki 
so pri začetnih koncentracijah izkazovale agonistično ali antagonistično delovanje na GR, 
smo kasneje testirali še pri dodatnih koncentracijah, navedenih v spodnjem razdelku 
preglednice IV »Dodatne koncentracije«. Tiste koncentracije, pri katerih so spojine 




Preglednica IV: Testirane koncentracije preiskovanih spojin 
 
3.2 Celična linija MDA-kb2 (ATCC® CRL-2713™) 
Za testiranje delovanja spojin smo uporabljali celično linijo MDA-kb2 (ATCC, Nemčija). 
Pridobljena je bila iz človeških celic raka dojke MDA-MB-453, v katere so s stabilno 
transfekcijo vstavili luciferazni reporterski gen MMTV. Celice izražajo androgene in 
glukokortikoidne receptorje, vezava agonista na AR ali na GR pa aktivira luciferazni 
reporterski gen in tako inducira izražanje encima luciferaze. Za razlikovanje med agonisti 
na AR in GR si pomagamo z dodatkom spojine, ki deluje antagonistično na enega izmed 
receptorjev (na primer s flutamidom, ki je antagonist na AR) (67, 68).  
3.2.1 Metode dela s celicami 
Delo s celicami je potekalo pod aseptičnimi pogoji v brezprašni komori z laminarnim 
pretokom zraka (LAF komora, Iskra, Šentjernej, Slovenija). Komora se nahaja v prostoru, 
ki je ločen od preostalega laboratorija in v katerem veljajo posebna pravila, kot so obvezna 
uporaba rokavic, razkuževanje rok, vseh pripomočkov in delovnih površin. Zrak se v komori 
filtrira skozi filtre HEPA in tako ustvarja okolje, ki je prosto delcev, laminarni tok zraka pa 
teče navpično od zgoraj navzdol ter nato ven skozi odprtino na sprednjem delu komore. Pred 
pričetkom dela smo v komori prižgali UV-luč za približno 20 minut, ki razkuži delovno 
površino, nato pa smo notranjost komore prebrisali s 70-% etanolom. Vse pripomočke, 
pribor, zunanjost vsebnikov in rokavice, ki smo jih potrebovali za delo, smo pred vnosom v 
komoro prav tako razkužili s 70-% etanolom, enako pa smo storili po končanem delu. 
Delovno površino komore smo po koncu dela prebrisali še z detergentom in 70-% etanolom. 
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3.2.2 Gojitveni in testni medij 
Za celično linijo MDA-kb2 smo pripravljali dva različna medija – gojitveni in testni medij. 
Za pripravo obeh smo uporabili medij Leibovitz L-15 (Sigma, ZDA), ki vsebuje 
aminokisline, vitamine, galaktozo in anorganske soli. Dodali smo mu 1 % (v/v) raztopine 
antibiotikov penicilin-streptomicin (izhodna raztopina antibiotikov vsebuje 10.000 enot 
penicilina in 10 mg/mL streptomicina; Sigma, ZDA) in v primeru gojitvenega medija 10 % 
(v/v) fetalnega govejega seruma (FBS, Gibco, ZDA) oz. v primeru testnega medija 10 % 
(v/v) CS-FBS (fetalni goveji serum, prečiščen s pomočjo aktivnega oglja, Gibco, ZDA). Oba 
medija smo shranjevali v hladilniku, pred uporabo pa smo ju segreli na 37 ºC v vodni kopeli. 
3.2.3 Odmrzovanje celic 
Celice smo shranjevali v obliki suspenzije v zmrzovalniku na –80 ºC v mililitrski krioviali, 
ki je vsebovala približno 4 × 106 celic. Pred uporabo smo kriovialo odtajali v vodni kopeli s 
temperaturo 37 ºC, medtem pa smo prestavili 9 mL gojitvenega medija v 15-mililitrsko 
centrifugirko. Ko se je vsebina krioviale odtalila, smo jo s pipeto prenesli v pripravljeno 
centrifugirko z gojitvenem medijem in nato centrifugirali v centrifugi (Tehtnica, Železniki, 
Slovenija) 4 minute pri 1200 obratih na minuto. Po centrifugiranju smo supernatant 
odstranili s pomočjo aspiratorja, celice v sedimentu pa resuspendirali s pomočjo pipete v 5 
mL gojitvenega medija ter vso suspenzijo prenesli v sterilno gojitveno posodo (VWR, ZDA) 
s površino 25 cm2.  
3.2.4 Gojenje celic 
Celice smo shranjevali v sterilnih gojitvenih posodah s perforiranim zamaškom v 
inkubatorju pri 37 ºC in pri atmosferskih pogojih, brez dodanega CO2 (Heraeus, Thermo 
Scientific, ZDA). Sterilne gojitvene posode so prozorne posode pravokotne oblike z zoženim 
vratom, ki omogoča preprosto dodajanje oz. odvzemanje medija iz posode s pipeto, obenem 
pa je nevarnost izlitja vsebine posode majhna. Za uspešno rast in razmnoževanje celic smo 
gojitveni medij menjali na vsake dva dni tako, da smo z aspiratorjem odstranili ves medij iz 
gojitvene posode in s pipeto dodali 7–8 mL svežega gojitvenega medija. Pred vsako menjavo 
medija smo celice pogledali pod svetlobnim mikroskopom (Olympus, Japonska). Celice so 
dosegle ustrezno razraščenost na vsake štiri do pet dni (80-% prekritost površine dna 
gojitvene posode) – takrat smo celice presadili v novo gojitveno posodo ali pa smo jih 
nasajali za potrebe izvedbe testa. 
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3.2.5 Presajanje in nasajanje celic 
Postopka presajanja in nasajanja celic sta si zelo podobna. Vse uporabljene reagente in oba 
medija smo pred pričetkom dela segreli na 37 ºC v vodni kopeli. Najprej smo odstranili 
gojitveni medij iz gojitvene posode in nato s serološko pipeto dodali 5 mL fosfatnega pufra 
(PBS, Sigma, ZDA) in ga takoj zatem odstranili. Celice speremo s PBS zato, da popolnoma 
odstranimo preostanek medija, saj lahko sestavine FBS motijo odlepljanje celic s površine. 
Za odlepljanje celic z dna posode smo celicam s pipeto dodali 1 mL reagenta TrypLE 
Express (Gibco, ZDA), ki vsebuje rekombinantno tripsinu podobno proteazo. Gojitveno 
posodo smo premešali v smeri S-J-V-Z, da se je reagent enakomerno razporedil po celotni 
površini dna, in jo za 5 minut postavili v inkubator na 37 ºC. Po 5 minutah smo pod 
svetlobnim mikroskopom preverili, ali so se celice odlepile. Odlepljenim celicam smo dodali 
5 mL gojitvenega medija in s serološko pipeto še nekajkrat sprali dno z vso vsebino posode 
– tako smo odstranili večino celic z dna posode. Celotno vsebino smo nato prenesli v 15-
mililitrsko centrifugirko in centrifugirali 4 minute pri 1200 obratih na minuto. Po 
centrifugiranju smo supernatant odstranili s pomočjo aspiratorja, usedlino celic pa s pomočjo 
serološke pipete resuspendirali v 6 mL medija – če smo celice presajali, smo to storili z 
gojitvenim medijem, če pa smo nasajali celice na mikrotitrsko ploščico za namene testa, smo 
uporabili testni medij.  
Pri presajanju celic te celične linije je priporočeno razmerje redčenja od 1 : 2 do 1 : 4 (68). 
Ustrezen volumen pripravljene suspenzije celic smo prenesli v novo sterilno gojitveno 
posodo ter dodali še toliko gojitvenega medija, da je bil skupen volumen vsebine v posodi 
7–8 mL (v primeru, da smo presajali v posodo s površino 75 cm2; oz. 5 mL v primeru posode 
s površino 25 cm2). 
V primeru nasajanja celic na bele mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinicami (NUNC, Thermo 
Fisher, ZDA) smo morali najprej izvesti postopek štetja celic ter tako določiti koncentracijo 
celic v pripravljeni 6 mL suspenziji celic v testnem mediju. V mikrocentrifugirko smo 
odmerili 80 µL barvila tripan modro (Trypan Blue, Sigma, ZDA) in 80 µL suspenzije celic 
in jo premešali na vibracijskem mešalu. Barvilo prehaja le v mrtve celice in jih obarva 
modro. Celice smo nato prešteli s pomočjo hemocitometra (Brand, Nemčija). S pipeto smo 
prenesli približno 20 µL pripravljene mešanice barvila in celic na hemocitometer, pokrit s 
krovnim steklom. Pod mikroskopom v kvadratni komori vidimo štiri kvadrante (označene 
A, B, C, D), razdeljene na 16 manjših kvadratov. Na modrem ozadju vidimo bele točke, ki 
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so žive celice, saj barvilo vanje ni prešlo. V vsakem kvadrantu smo prešteli žive celice in 
izračunali njihovo koncentracijo v celični suspenziji po enačbi 1: 
Enačba 1: Izračun koncentracije celic v celični suspenziji 
   =
+ + +  
4 × 2 × 10 /  
A, B, C, D …. število živih celic v posameznem kvadrantu 
Za nasajanje celic na mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinicami smo potrebovali ustrezno 
količino (12 mL za eno ploščico) suspenzije celic s koncentracijo 1 × 105 celic/mL. Potrebno 
količino prvotne suspenzije celic smo izračunali s pomočjo enačbe 2: 
Enačba 2: Izračun potrebnega volumna prvotne suspenzije celic za pripravo celične 
suspenzije za nasajanje 
(   ) =
1 × 10   ×  12 × š . šč
(   )  
V 50-mililitrsko centrifugirko smo odmerili izračunan volumen prvotne suspenzije celic in 
dodali testni medij do končnega volumna ter s serološko pipeto vsebino dobro premešali. Z 
avtomatsko multikanalno pipeto (Biohit, Finska) smo v vsako vdolbinico na mikrotitrski 
ploščici nanesli 100 µL celične suspenzije (razen v vdolbinice, ki so služile kot slepa 
kontrola, kamor smo odpipetirali 100 µL testnega medija brez celic). Nasajene celice smo 
24 ur inkubirali na 37 ºC pri atmosferskih pogojih. 
3.3 Protokol testiranja spojin na celični liniji 
24 ur po nasajanju celic na mikrotitrsko ploščico smo celicam dodali preiskovane spojine. 
Za vsako preiskovano spojino in vse kontrole smo naredili tri tehnične ponovitve. Protokola 
za agonistično in antagonistično testiranje se razlikujeta in sta posebej opisana v 
nadaljevanju. 
 Testiranje agonističnega delovanja 
Po 24 urah inkubacije smo iz vdolbinic mikrotitrske ploščice z multikanalno pipeto odstranili 
ves testni medij. Nato smo v prazne vdolbinice odpipetirali 50 µL 10 µM raztopine flutamida 
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v testnem mediju in ploščico inkubirali pol ure v inkubatorju pri 37 ºC. Po preteklih 30 
minutah smo v vse vdolbinice, kamor smo dodali flutamid, dodali po 50 µL raztopine 
preiskovane spojine ali kontrol (HC 1 µM, HC 200 nM, HC 20 nM, 0,1-% DMSO v testnem 
mediju). Kot dodatni kontroli smo na ploščici imeli tudi 100 µL testnega medija ter 100 µL 
0,1-% DMSO v testnem mediju. Sledila je 20-urna inkubacija pri 37 ºC. Po 20 urah smo v 
vsako vdolbinico dodali 10 µL 400 µM raztopine resazurina (Sigma, ZDA) v PBS in nadalje 
inkubirali še 4 ure. 
 Testiranje antagonističnega delovanja 
Podobno kot pri testiranju agonističnega delovanja smo tudi tu po 24 urah inkubacije 
odstranili ves medij iz vdolbinic. Zatem smo v vdolbinice dodali 50 µL preiskovane spojine 
ali kontrol (200 nM RU-486, 0,1-% DMSO v testnem mediju) oz. 100 µL v primeru kontrole 
HC 10 nM ter inkubirali pol ure pri 37 ºC. Po preteklih 30 minutah smo v vse vdolbinice, 
kamor smo dodali preiskovane spojine ter kontroli RU-486 in 0,1-% DMSO v testnem 
mediju, odpipetirali še 50 µL 1 µM raztopine HC v testnem mediju. Kot dodatni kontroli 
smo na ploščici imeli tudi 100 µL testnega medija ter 100 µL 0,1-% DMSO v testnem 
mediju. Sledila je 20-urna inkubacija pri 37 ºC. Po 20 urah smo v vsako vdolbinico dodali 
10 µL 400 µM raztopine resazurina v PBS in nato inkubirali še 4 ure.  
Pri obeh protokolih testiranja smo potem na enak način pomerili fluorescenco za določanje 
citotoksičnosti, naredili lizo celic ter nato izvedli še luciferazni test. 
3.4 Določanje citotoksičnosti z resazurinom 
Resazurin je barvilo za določanje metabolne aktivnosti celic in s tem njihove živosti. Žive 
celice so metabolno aktivne in reducirajo resazurin v resorufin, ki fluorescira pri valovni 
dolžini 590 nm, intenzivnost fluorescence pa je sorazmerna številu živih celic (69). Slika 1 




Slika 1: Struktura resazurina in resorufina. Resorufin nastane kot produkt reakcije redukcije 
resazurina v živih celicah (69).  
Na ta način smo z resazurinom določili citotoksičnost preiskovanih spojin. Pri tem smo 
upoštevali pravilo, da je spojina citotoksična takrat, ko je metabolna aktivnost oz. viabilnost 
celic nižja od 80 %. Resazurin (Sigma, ZDA) smo uporabljali v obliki natrijeve soli, za 
namen izvedbe testa citotoksičnosti pa smo ga raztopili v PBS in razredčili do koncentracije 
400 µM. 
Resazurin je občutljiv na svetlobo, zato med delom v LAF-komori nismo prižgali luči, 
mikrotitrske ploščice pa smo po dodatku resazurina zavili v aluminijasto folijo. Po 4-urni 
inkubaciji smo pomerili fluorescenco pri λex = 530 nm in λem = 590 nm s čitalcem Synergy 
H4 Hybrid Reader (Bio Tek, ZDA). Celično viabilnost smo izračunali tako, da smo od 
izmerjenih vrednosti odšteli vrednost vzorčne slepe (fluorescenca ozadja; samo testni medij, 
brez celic) ter normalizirali na vrednost kontrole 0,1-% DMSO v testnem mediju z dodanim 
5 µM flutamidom (pri agonističnem testiranju) oz. z dodanim 500 nM HC (pri 
antagonističnem testiranju). S kontrolama testni medij in 0,1-% DMSO v testnem mediju 
smo preverjali, ali je 0,1-% DMSO citotoksičen. 
3.5 Luciferazni test 
Po tem, ko smo določili celično viabilnost, smo izvedli lizo celic. Z aspiratorjem smo 
odstranili ves medij iz vdolbinic na ploščici, z avtomatsko multikanalno pipeto dodali 20 µL 
petkrat razredčenega lizirnega pufra Cell Culture Lysis 5x Reagent (CCLR, Promega, ZDA) 
in inkubirali na sobni temperaturi 5 minut. Liza celic je potrebna za to, da encim luciferaza, 
ki je nastal v celicah, pride v stik s substratom luciferinom. Luciferaza je encim, ki katalizira 
bioluminiscenčno reakcijo – oksidacijo substrata luciferina do produkta oksiluciferina, pri 
tem pa sta ATP in Mg2+ kofaktorja. Kot produkt reakcije nastane tudi svetloba 





uporabimo kot merilo za aktivacijo GR, saj je nastala svetloba proporcionalna številu 
molekul luciferaze (71). Uporabljali smo luciferazni reagent z luciferinom Luciferase Assay 
System (Promega, ZDA), v katerem sta luciferazni substrat in luciferazni pufer. Pred 
začetkom dela smo luciferaznemu substratu, ki je v suhi obliki, dodali luciferazni pufer in z 
obračanjem stekleničke dobro premešali vsebino. V vse vdolbinice na ploščici, kjer je bila 
viabilnost celic nad 80 %, smo dodali 25 µL pripravljenega reagenta in takoj zatem pomerili 
luminiscenco s čitalcem mikrotitrskih ploščic Synergy H4 Hybrid Reader. 
Bioluminiscenčna reakcija: 
luciferin + ATP + O2     oksiluciferin + AMP + PPi + CO2 + svetloba 
Pri izvedbi testiranja agonističnega delovanja preiskovanih spojin na GR smo celice 
izpostavili flutamidu v koncentraciji 5 µM, ki je antagonist na AR, in preiskovanim 
spojinam. Flutamid je zasedel AR in s tem preprečil, da bi se katera od spojin vezala na AR. 
V primeru, da je spojina delovala agonistično na GR, smo lahko zaznali povišano aktivnost 
luciferaze v primerjavi s kontrolo (0,1-% DMSO v testnem mediju z dodatkom 5 µM 
flutamida); meja za pozitiven rezultat za agonistično delovanje spojine je povišanje 
aktivnosti luciferaze za vsaj 30 %. 
Pri izvedbi testiranja antagonističnega delovanja preiskovanih spojin smo celice izpostavili  
500 nM HC, ki je agonist na GR in povzroči povišanje aktivnosti luciferaze, ter 
preiskovanim spojinam. V primeru, da je spojina delovala antagonistično na GR, smo lahko 
zaznali zmanjšano aktivnost luciferaze v primerjavi s kontrolo (0,1-% DMSO v testnem 
mediju z dodatkom 500 nM HC); meja za pozitiven rezultat za antagonistično delovanje 
spojine je znižanje aktivnosti luciferaze za vsaj 30 %. 
Pri izvedbi poskusa smo določili tudi negativne in pozitivne kontrole. Za slepo kontrolo smo 
uporabili le testni medij, brez celic. Pri testiranju agonističnega delovanja smo kot pozitivno 
kontrolo uporabili HC pri treh koncentracijah (500 nM, 100 nM in 10 nM), kot negativno 
kontrolo pa 0,1-% DMSO v testnem mediju s 5 µM flutamidom. Pri testiranju 
antagonističnega delovanja smo kot pozitivni kontroli uporabili HC pri 10 nM in RU-486 
pri 100 nM, kot negativno kontrolo pa 0,1-% DMSO v testnem mediju s 500 nM HC. 
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3.6 Test agonističnega delovanja na GR s pomočjo RU-486 
Na spojinah, pri katerih smo s pomočjo luciferaznega testa zaznali agonistično delovanje, 
smo izvedli še dodaten test in sicer s pomočjo RU-486. RU-486 izkazuje tako agonistično 
kot antagonistično delovanje na GR – v primeru, da je obenem prisotna spojina, ki deluje 
agonistično na GR, bo RU-486 kompetitivno tekmoval z agonistom za vezavo na receptor 
in deloval antagonistično. S tem testom smo preverjali, ali je povišanje aktivnosti luciferaze, 
ki ga je povzročila preiskovana spojina, res posredovano preko GR. Na isti mikrotitrski testni 
ploščici smo testirali več koncentracij izbranega bisfenola, s tem da smo vsako koncentracijo 
nanesli dvakrat – prvič enako kot pri običajnem testiranju agonističnega delovanja, opisanem 
v podpoglavju »3.3 Protokol testiranja spojin na celični liniji«, in drugič s to razliko, da smo 
v testni medij, poleg preiskovane spojine, dodali še RU-486 v koncentraciji 2 µM (končna 
koncentracija RU-486 na testni ploščici nato znaša 1 µM). Vsako koncentracijo spojine, tako 
brez kot z dodanim RU-486, smo nanesli v treh tehničnih ponovitvah. Dodatna kontrola na 
ploščici je bila še raztopina HC v koncentraciji 10 nM v mediju z dodanim 1 µM RU-486. 
Nato smo določali citotoksičnost z resazurinom in izvedli luciferazni test po enakih 
postopkih, kot sta opisana v prejšnjih dveh podpoglavjih.  
3.7 Test inhibicije luciferaze 
Da bi lahko izločili morebitno inhibicijo encima luciferaze, smo izvedli test inhibicije 
luciferaze. Ta dodaten test smo izvedli samo pri spojinah, pri katerih smo zaznali 
antagonistično delovanje na GR s pomočjo luciferaznega testa. Zmanjšano aktivnost 
luciferaze pri luciferaznem testu bi spojine namreč lahko dosegle tudi prek direktne 
inhibicije encima in ne preko antagonističnega delovanja na GR.  
V ta namen smo pripravili lizate treh različnih pasaž celic. Lizat smo pripravili tako, da smo 
celice želene pasaže tripsinizirali, prešteli in v sterilno gojitveno posodo s površino 150 cm2 
nasadili 4,69 × 106 celic v gojitvenem mediju, ki je vseboval HC v koncentraciji 500 nM. 
Celice smo inkubirali 48 ur, potem pa izvedli lizo celic z lizirnim pufrom Reporter Lysis 
Buffer (RLB, Promega, ZDA) in gojitveno posodo zamrznili na –80 °C do izvedbe testa 
inhibicije luciferaze. Z dodatkom HC, ki je agonist na GR, smo dosegli, da je prišlo do 
izražanja encima luciferaze v celicah, po lizi celic pa se je encim sprostil ven iz celic. Po 
odtajanju gojitvenih posod smo na prozorni ploščici s 96 vdolbinicami (TPP, Švica) direktno 
v lizatu redčili preiskovane spojine do želenih testiranih koncentracij: 200 µM, 100 µM, 50 
µM in 10 µM. Potem smo 20 µL pripravljene raztopine spojine v lizatu prenesli na belo 
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mikrotitrsko ploščico v dveh ponovitvah in po običajnem postopku izvedli luciferazni test. 
Tako smo preverili, ali spojine neposredno inhibirajo encim luciferazo, saj po opravljeni lizi 
celic ne more več priti do zmanjšane aktivnosti encima, ki bi bila posredovana prek GR. Kot 
slepo kontrolo smo uporabili lizirni pufer RLB, negativna kontrola pa je bil 0,1-% DMSO v 
lizatu posamezne biološke ponovitve. 
3.8 Statistična obdelava podatkov 
Rezultate meritev celične viabilnosti in luciferaznega testa smo obdelali v programu 
Microsoft Excel. Spojine smo testirali v treh tehničnih ponovitvah (oz. dveh v primeru testa 
inhibicije luciferaze) in izračunali povprečje, standardno deviacijo (SD) in relativno 
standardno deviacijo (RSD); slednja ni smela presegati 10 % pri viabilnosti in 20 % pri 
luciferaznem testu. Izvedli smo vsaj tri biološke ponovitve, vsako na novi pasaži celic. 
Pri izračunu viabilnosti smo od pridobljenih rezultatov meritev odšteli vrednost slepe 
kontrole in izračunali povprečno vrednost. Te smo nato normalizirali na povprečno vrednost 
negativne kontrole (0,1-% DMSO v testnem mediju, z dodatkom 5 µM flutamida v primeru 
agonističnega testiranja oz. z dodatkom 500 nM HC v primeru antagonističnega testiranja), 
ki predstavlja 100-% preživetje. 
Pri luciferaznem testu (izračunu relativne transkripcijske aktivnosti) smo od dobljenih 
rezultatov odšteli vrednost slepe kontrole in jih normalizirali na izračunano viabilnost, nato 
pa še na povprečno vrednost negativne kontrole (0,1-% DMSO v testnem mediju, z 
dodatkom 5 µM flutamida v primeru agonističnega testiranja oz. z dodatkom 500 nM HC v 
primeru antagonističnega testiranja). Vse rezultate smo normalizirali na viabilnost zato, da 
nam višje ali nižje število celic v posamezni vdolbinici na mikrotitrski ploščici ne bi dalo 
lažno pozitivnih oz. negativnih rezultatov. Pri dodatnem testu agonističnega delovanja spojin 
na GR s pomočjo RU-486 smo morali rezultate normalizirati na dva načina – rezultate 
testirane spojine brez dodanega RU-486 smo normalizirali na negativno kontrolo, ki je 0,1-
% DMSO v testnem mediju z dodatkom 5 µM flutamida, rezultate, dobljene z dodanim 1 
µM RU-486, pa smo normalizirali na vrednost kontrole 0,1-% DMSO v testnem mediju z 
dodatkom 5 µM flutamida in 1 µM RU-486. V primeru testa inhibicije luciferaze smo 
luciferazno aktivnost dobili z normalizacijo rezultatov glede na negativno kontrolo, ki je bila 
0,1-% raztopina DMSO v lizatu celic posamezne biološke ponovitve. V vseh primerih smo 
izbrali, da vrednost kontrole znaša 100 %. Pri testiranju agonističnega učinka smo kot 
pozitivni rezultat šteli vrednosti, ki so presegale 130 % glede na 0,1-% DMSO v testnem 
26 
 
mediju z dodanim 5 µM flutamidom, pri testiranju antagonističnega učinka pa smo kot 
pozitiven rezultat šteli vrednosti pod 70 % glede na 0,1-% DMSO v testnem mediju s 500 
nM HC. 
S pomočjo programa GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, ZDA) smo opravili 
enostranski ANOVA test ter Dunnettov več-primerjalni test. Test ANOVA nam pove samo, 
ali se rezultati dveh skupin (testirana spojina in kontrola) statistično razlikujejo. Da smo 
pridobili informacijo, katera koncentracija spojine je statistično značilno različna od 
kontrole, smo izvedli še Dunnettov test. S pomočjo GraphPad Prism smo izrisali tudi grafe 
(prikaz povprečnih vrednosti vseh bioloških ponovitev), na katerih smo označili tudi SD in 
statistično značilno razliko (*) posamezne koncentracije v primerjavi s kontrolo (*: p ≤ 0,05; 




4 Rezultati in razprava 
4.1 Določanje citotoksičnosti 
Testiranim spojinam, analogom bisfenola A, smo v prvem delu raziskovalnega dela določali 
najvišjo necitotoksično koncentracijo na celični liniji MDA-kb2 po postopku, podrobneje 
opisanem v podpoglavju »3.4 Določanje citotoksičnosti z resazurinom«. Pri tem smo 
upoštevali pravilo, da spojina velja za citotoksično, ko presnovna aktivnost celic pade pod 
80 % v primerjavi s kontrolo. Namen tega testa je bil določiti katere koncentracije spojin so 
ustrezne za nadaljnje delo in določanje njihovega učinka na GR. Citotoksičnost spojin smo 
določali posebej za testiranje agonističnega in posebej za testiranje antagonističnega 
delovanja, ker imajo lahko testirane spojine drugačen vpliv na preživetje celic v kombinaciji 
s flutamidom v primeru agonističnega testiranja oz. v kombinaciji s HC v primeru 
antagonističnega testiranja. Koncentracije, ki so se izkazale za citotoksične, smo izključili iz 
izvedbe luciferaznega testa in nadaljnjega testiranja. Najvišja necitotoksična koncentracija, 
ki smo jo določili, je predstavljala zgornjo mejo koncentracijskega območja, v katerem smo 
konkretno spojino obravnavali z luciferaznim testom. Celično viabilnost smo izmerili tudi 
celicam, ki smo jim dodali samo testni medij, ter celicam, ki smo jim dodali 0,1-% DMSO 
v testnem mediju. S tem smo preverili, ali 0,1-% DMSO vpliva na preživetje celic. Ker je 
bila viabilnost pri obeh kontrolah približno enaka, smo lahko izključili možnost, da DMSO 
v koncentraciji 0,1 % vpliva na preživetje celic in s tem na naše rezultate. Rezultate meritev 
smo obdelali v programu Microsoft Excel, jih normalizirali glede na negativno kontrolo (0,1-
% DMSO v testnem mediju z dodanim 5 µM flutamidom oz. 500 nM HC) in izračunali še 
SD ter RSD. 
Na spodnjih dveh grafih (slika 2, slika 3) je posebej za agonistično in antagonistično 
testiranje prikazan odstotek preživetja celic (viabilnost) pri najnižji citotoksični in/ali najvišji 



























































Slika 2: Rezultati testa citotoksičnosti pri agonističnem testiranju, predstavljeni kot delež 
preživelih celic (viabilnost) (% ± SD). Rezultati so normalizirani glede na preživetje celic v 
testnem mediju z 0,1-% DMSO + 5 µM flutamidom, ki predstavlja 100-% preživetje 
(ponazorjeno s črno črtkano črto). Z rdečo polno črto je ponazorjena meja za citotoksičnost 
spojine, tj. 80-% preživetje celic. Na grafu je označena tudi statistično značilna razlika med 





Slika 3: Rezultati testa citotoksičnosti pri antagonističnem testiranju, predstavljeni kot delež 
preživelih celic (viabilnost) (% ± SD). Rezultati so normalizirani glede na preživetje celic v 
testnem mediju z 0,1-% DMSO + 500 nM HC, ki predstavlja 100-% preživetje (ponazorjeno 
s črno črtkano črto). Z rdečo polno črto je ponazorjena meja za citotoksičnost spojine, tj. 
80-% preživetje celic. Na grafu je označena tudi statistično značilna razlika med posamezno 
koncentracijo in kontrolo: *: p ≤ 0,05; **: p ≤ 0,01; ***: p ≤ 0,001; ****: p ≤ 0,0001. 
BPAP in BPB nismo mogli določiti najnižje citotoksične koncentracije, saj sta se spojini 
obarjali v testnem mediju. Najvišji koncentraciji, ki smo ju lahko testirali, sta bili 25 µM za 
spojino BPAP in 50 µM za spojino BPB, ki pa se nista izkazali kot citotoksični. Ti dve 
koncentraciji sta zato prikazani kot najvišja necitotoksična koncentracija za posamezno 
spojino, tako pri agonističnem kot pri antagonističnem testiranju. 
Spojinama 2,4-BPS in BPF nismo določili najnižje citotoksične koncentracije, saj se najvišja 
testirana koncentracija ni izkazala za citotoksično, kasneje pa ju nismo testirali v širšem 
koncentracijskem območju, saj pri izbranih dveh začetnih koncentracijah nista izkazovali 
nobenega učinka na GR. Tako je na obeh grafih (za agonistično in antagonistično testiranje) 
kot najvišja necitotoksična koncentracija prikazana 50 µM za obe spojini. Pri spojini 2,4-
BPS v koncentraciji 50 µM smo pri obeh testiranjih lahko zaznali statistično značilno 
30 
 
povišano metabolno aktivnost celic, pri BPF v enaki koncentraciji pa samo pri agonističnem 
testiranju. To nakazuje na prisotnost večjega števila celic v primerjavi s kontrolo oz. na 
povišano proliferacijo celic pri teh dveh spojinah. 
Najnižje citotoksične koncentracije smo določili naslednjim analogom BPA: BPE, BPP in 
TMBPF. Za BPE je bila to koncentracija 150 µM pri agonističnem testiranju (viabilnost 
69,61 %), za BPP pa 25 µM pri agonističnem (viabilnost 69,59 %) in 25 µM pri 
antagonističnem testiranju (viabilnost 73,39 %). Spojini TMBPF smo določili najnižji 
citotoksični koncentraciji 25 µM pri agonističnem testiranju (viabilnost je znašala 75,13 %) 
in 50 µM pri antagonističnem testiranju (viabilnost 71,92 %). Tudi pri antagonističnem 
testiranju smo izmerili viabilnost celic, izpostavljenim TMBPF s koncentracijo 25 µM, a je 
viabilnost pri vseh bioloških ponovitvah nihala okoli vrednosti 80 %, zato te koncentracije 
nismo mogli z gotovostjo prikazati kot najnižjo citotoksično oz. najvišjo necitotoksično 
koncentracijo pri antagonističnem testiranju. Manjšo razliko v citotoksičnosti spojine 
TMBPF pri agonističnem in antagonističnem testiranju bi morda lahko pojasnili s tem, da je 
TMBPF pri 50 µM in 25 µM slabo topen v testnem mediju. Pri raztapljanju izhodiščne 
raztopine TMBPF v testnem mediju smo zaznali obarjanje, a je oborina po mešanju na 
vibracijskem mešalu izginila, zato smo meritve pri obeh koncentracijah vseeno izvedli. 
Meritve so bile pri teh dveh koncentracijah slabše ponovljive kot npr. pri 10 µM TMBPF, a 
še v dovoljenih mejah RSD, zato smo jih vseeno prikazali. Možna razlaga je ta, da se je 
TMBPF po nanosu na testno ploščico ponovno oboril in s tem motil izvedbo testa. 
Najvišje necitotoksične koncentracije, ki smo jih določili, pa so znašale (v oklepaju je pri 
posamezni spojini navedeno preživetje celic v odstotkih): za BPE 100 µM pri agonističnem 
(95,64 %) ter 50 µM pri antagonističnem testiranju (104,42 %), za BPP 10 µM pri 
agonističnem (110,33 %) in antagonističnem testiranju (110,97 %) in za TMBPF 10 µM pri 
agonističnem (85,71 %) in antagonističnem testiranju (85,97 %). 
V literaturi smo zasledili rezultate citotoksičnosti za analog BPP na enaki celični liniji, kjer 
je bila določena najvišja necitotoksična koncentracija 5 µM (48). Čeprav so bile uporabljene 
celice enake, pa je bila v tej študiji uporabljena drugačna metoda določanja viabilnosti, kar 
je možen vzrok za drugačne rezultate. 
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4.2 Določanje učinkov analogov BPA na glukokortikoidni receptor 
Učinek analogov BPA na GR smo določali z uporabo luciferaznega testa, katerega postopek 
je opisan v poglavju »3.5 Luciferazni test«. Najprej smo izvedli začetno presejalno testiranje, 
v okviru katerega smo vsako izmed spojin testirali na agonistično in antagonistično 
delovanje le pri dveh začetnih koncentracijah oz. v primeru TMBPF pri treh (preglednica 
IV). Na ta način smo določili, katere spojine imajo potencial, da delujejo agonistično oz. 
antagonistično na GR. Pozitiven rezultat za agonistično delovanje je zvišanje aktivnosti 
luciferaze za vsaj 30 % v primerjavi s kontrolo (0,1-% DMSO v testnem mediju z dodanim 
5 µM flutamidom), pozitiven rezultat za antagonistično delovanje pa je znižanje aktivnosti 
luciferaze za vsaj 30 % glede na kontrolo (0,1-% DMSO v testnem mediju z dodanim 500 
nM HC). Za izračun povprečne vrednosti in prikaz rezultatov smo izvedli vsaj tri neodvisne 
biološke ponovitve testa. 
4.2.1 Agonistično delovanje spojin na GR 
Agonistično delovanje na GR je izmed vseh obravnavanih spojin izkazoval le BPE. Kot je 
prikazano na spodnjem grafu (slika 4), je zvišanje aktivnosti luciferaze za vsaj 30 % v 
primerjavi s kontrolo 0,1-% DMSO v testnem mediju z dodanim 5 µM flutamidom (nad 130 
%) dosegla le spojina BPE pri koncentraciji 50 µM (aktivnost luciferaze je znašala 170,15 
%). Značilno povišanje aktivnosti luciferaze smo zaznali tudi pri 10 µM BPE, a vrednost 
meritve ni presegla meje za pozitiven rezultat (130 %). Na podlagi teh rezultatov smo se 




Slika 4: Na grafu so prikazani rezultati relativne transkripcijske aktivnosti (RTA % ± SD) 
pri agonističnem testiranju za spojine pri izbranih začetnih koncentracijah. Rezultati so 
normalizirani na kontrolo 0,1-% DMSO v testnem mediju + 5 µM flutamid, ki predstavlja 
100-% aktivnost (označena s črno črtkano črto). Z rdečo polno črto je ponazorjena 
postavljena meja za pozitiven rezultat za agonistično delovanje – vsaj 30-% zvišanje 
aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, tj. nad 130 %. Na grafu je označena tudi statistično 
značilna razlika med posamezno koncentracijo in kontrolo: *: p ≤ 0,05; **: p ≤ 0,01; ***: 
p ≤ 0,001; ****: p ≤ 0,0001. 
Nobena izmed preostalih spojin ni pokazala agonističnega učinka pri nobeni izmed testiranih 
koncentracij. Pri BPF je pri koncentraciji 50 µM prišlo do rahlega povišanja aktivnosti 
luciferaze na 112,06 %, a to povišanje ni statistično značilno in ne presega meje za pozitiven 
rezultat. V študiji, omenjeni že v uvodu (podpoglavje »1.4 Bisfenol F«), so na enaki celični 
liniji dosegli več kot 150-% aktivnost luciferaze pri koncentraciji BPF 50 µM (36). Razlog 
za takšno razliko med rezultati je morda v odzivnosti celic, saj je ta z višanjem pasaže padala. 
Tako smo tudi v našem poskusu v nižji pasaži celic v eni biološki ponovitvi izmerili 
aktivnost luciferaze 134 % za BPF pri koncentraciji 50 µM, a je pri nadaljnjih testih z vsako 
višjo pasažo celic aktivnost bila nižja, povprečna vrednost petih bioloških ponovitev pa je 
znašala okoli 112 %. 
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4.2.2 Antagonistično delovanje spojin na GR 
Antagonistično delovanje so izkazovale tri spojine (RTA navedena v oklepaju) – BPAP pri 
koncentracijah 25 µM (30,65 %) in 10 µM (54,75 %), BPB pri 50 µM (26,85 %) in 10 µM 
(68,62 %) ter BPP pri 10 µM (54,33 %), kar na spodnjem grafu (slika 5) vidimo kot znižanje 
aktivnosti luciferaze za vsaj 30 % glede na kontrolo 0,1-% DMSO v testnem mediju z 
dodanim 500 nM HC (pod 70 %). 
 
Slika 5: Na grafu so prikazani rezultati relativne transkripcijske aktivnosti (RTA % ± SD) 
pri antagonističnem testiranju za spojine pri izbranih začetnih koncentracijah. Rezultati so 
normalizirani glede na vrednost kontrole 0,1-% DMSO v testnem mediju + 500 nM HC, ki 
predstavlja 100-% aktivnost (označeno s črno črtkano črto). Z rdečo polno črto je prikazana 
meja za pozitiven rezultat za antagonistično delovanje – vsaj 30-% znižanje aktivnosti 
luciferaze glede na kontrolo, tj. pod 70 %. Na grafu je označena tudi statistično značilna 
razlika med posamezno koncentracijo in kontrolo:*: p ≤ 0,05; **: p ≤ 0,01; ***: p ≤ 0,001; 
****: p ≤ 0,0001. 
Vse tri spojine so tudi pri agonističnem testiranju znižale aktivnost luciferaze, kar lahko 
pomeni, da so močni antagonisti na GR in znižajo tudi bazalno raven nastajanja luciferaze. 
Drugi možni vzrok za znižanje aktivnosti luciferaze pri agonističnem testiranju pa je 
direktno zaviranje encima luciferaze. 
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Ostale preiskovane spojine pri izbranih koncentracijah niso izkazovale antagonističnega 
učinka. TMBPF pri koncentraciji 10 µM (RTA 79,10 %) in 2,4-BPS pri koncentraciji 50 µM 
(RTA 84,33 %) sta sicer statistično značilno znižala aktivnost luciferaze, a to znižanje ni 
bilo tolikšno, da bi doseglo mejo za antagonistično delovanje (70 % aktivnosti kontrole). 
Zato ne moremo trditi, da ti dve spojini pri navedenih koncentracijah delujeta antagonistično 
na GR. Ker je 2,4-BPS znižal aktivnost luciferaze tudi pri agonističnem testiranju, bi lahko 
posumili tudi na to, da deluje zaviralno na sam encim luciferazo ali pa antagonistično na GR, 
vendar nobene izmed teh dveh predpostavk ne moremo potrditi, saj nismo izvedli dodatnih 
testov s to spojino. Sicer bi pri katerikoli spojini lahko dobili lažno nižji rezultat aktivnosti 
luciferaze tudi v primeru, če bi spojina delovala citotoksično na celice. Temu smo se pri vseh 
rezultatih izognili tako, da smo jih normalizirali tudi glede na število živih celic (kot je 
opisano v podpoglavju »3.8 Statistična obdelava podatkov«). 
Zanimive rezultate smo dobili pri spojini BPE, saj smo pri agonističnem testiranju dobili 
pozitiven rezultat za agonistično delovanje, pri antagonističnem testiranju pa je BPE pri 
koncentraciji 50 µM značilno znižal aktivnost luciferaze na 72,85 % vrednosti kontrole, a še 
vedno ne pod mejo za antagonistično delovanje. Možna razlaga za takšne rezultate je, da 
BPE neposredno zavira sam encim luciferazo in smo zato dobili zmanjšano RTA pri testu 
na antagonistično delovanje, vendar tega nismo preverili s testom inhibicije luciferaze. 
Analogi BPF, TMBPF in 2,4-BPS pri luciferaznem testu niso dali pozitivnega rezultata za 
agonistično kot tudi ne za antagonistično delovanje, zato jih nadalje nismo več testirali. Za 
BPF smo v literaturi našli študijo na celicah CHO-K1, kjer prav tako ni izkazoval nobenega 
učinka na GR (23), je pa deloval antagonistično na GR, ki so bili izraženi v celicah kvasovk 
(27). Kot je omenjeno v podpoglavju »4.2.1 Agonistično delovanje spojin na GR«, pa 
nekatere študije nakazujejo na agonistično delovanje BPF na GR (36). Tovrstni nasprotujoči 
si rezultati niso nepričakovani, saj so raziskave narejene na velikem naboru raznih vrst 
celičnih linij, ki se med seboj razlikujejo, npr. v ekspresiji receptorjev, občutljivosti in 
podobno. Tudi za BPA in nekatere druge bisfenole v literaturi najdemo nasprotujoče si 
rezultate, ki verjetno kažejo na to, da lahko bisfenoli izkazujejo tako agonistično delovanje 
kot tudi antagonistično delovanje na GR ter da ima glukokortikoidna aktivnost v različnih 
vrstah celic tudi različno vlogo (23). Od vseh sedmih analogov bisfenolov, ki smo jih 
testirali, sta TMBPF in 2,4-BPS najmanj raziskana, v do sedaj objavljeni literaturi pa nismo 
našli študij, ki bi ugotavljale njun vpliv na glukokortikoidni receptor. 
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Na podlagi rezultatov začetnega presejalnega testiranja za agonistično in antagonistično 
delovanje smo se odločili, da bomo nadalje na agonistično delovanje testirali samo BPE v 
širšem koncentracijskem območju, na antagonistično delovanje pa BPAP, BPB ter BPP, prav 
tako v širšem koncentracijskem območju. 
4.2.3 Aktivnost bisfenola E na GR 
BPE je bil edina spojina, ki je v začetnem presejalnem testiranju izkazovala možno 
agonistično delovanje, zato smo jo nadalje testirali še v večjem koncentracijskem območju. 
Testirali smo naslednje koncentracije: 150 µM, 125 µM, 100 µM, 75 µM, 50 µM, 25 µM, 
10 µM, 1 µM in 100 nM. Agonistično delovanje (zvišanje aktivnosti luciferaze za vsaj 30 % 
v primerjavi s kontrolo) je BPE izkazoval pri koncentracijah: 25 µM, 50 µM, 75 µM in 100 
µM. Rezultati agonističnega testiranja BPE v širšem koncentracijskem območju so 
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Slika 6: Na grafu so prikazani rezultati luciferaznega testa za določanje agonističnega 
delovanja spojine BPE – na y osi je prikazana relativna transkripcijska aktivnost (RTA % ± 
SD). Rezultati so normalizirani glede na vrednost kontrole 0,1-% DMSO v testnem mediju 
+ 5 µM flutamid, ki predstavlja 100-% aktivnost (označeno s črno črtkano črto). Z rdečo 
polno črto je prikazana meja za pozitiven rezultat za agonistično delovanje – vsaj 30-% 
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povišanje aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, tj. nad 130 %. Na grafu je označena tudi 
statistično značilna razlika med posamezno koncentracijo in kontrolo: *: p ≤ 0,05; **: p ≤ 
0,01; ***: p ≤ 0,001; ****: p ≤ 0,0001. 
Kot je razvidno iz grafa (slika 6), je aktivnost luciferaze z višanjem koncentracije BPE 
najprej naraščala, in sicer je pri koncentraciji 10 µM v povprečju znašala 123,60 %, pri 25 
µM 151,81 % in pri 50 µM, kjer je dosegla najvišjo vrednost, 170,15 %. Aktivnost luciferaze 
je nato z nadaljnjim višanjem koncentracije začela padati – pri koncentraciji 75 µM je 
znašala 151,32 %, pri 100 µM 132,99 %, pri 125 µM (RTA 97,47 %) pa ni več presegala 
meje za agonistično delovanje. Možni vzrok za nadaljnje padanje aktivnosti luciferaze z 
višanjem koncentracije BPE je topnost spojine v testnem mediju. Pri koncentracijah 125 µM 
in 150 µM se je spojina slabo raztapljala, ob mešanju na vibracijskem mešalu pa je oborina 
izginila, zato smo te koncentracije vseeno testirali. Možno je, da se je BPE pri višjih 
koncentracijah po nanosu na testno ploščico znova oboril in motil izvedbo testa. 
Koncentracijsko odvisnost aktivnosti luciferaze od logaritmirane vrednosti koncentracije 




Slika 7: Na grafu je prikazana relativna transkripcijska aktivnost luciferaze v odvisnosti od 
logaritemske vrednosti koncentracije BPE. Z rdečo črtkano črto je označena meja za 
pozitiven rezultat za agonistično delovanje, tj. 130 %. 
Iz krivulje smo lahko odčitali vrednost EC50 za BPE, ki znaša 13,65 µM (logEC50 = –4,865). 
Na grafu so prikazane koncentracije od 0,1 µM do 75 µM, saj je bilo samo za to 
koncentracijsko območje možno izrisati značilno krivuljo učinka v odvisnosti od 
koncentracije – pri koncentracijah, višjih od 75 µM, je začela RTA zopet padati. 
Spojino BPE smo, ker je izkazovala agonističen učinek na GR, testirali še z dodatkom 
spojine RU-486, ki je znan antagonist na GR. S tem dodatnim testom smo želeli potrditi, da 
BPE povzroči zvišanje aktivnosti luciferaze preko GR. Na grafu (slika 8) je prikazana 
relativna transkripcijska aktivnost luciferaze v odvisnosti od logaritmirane koncentracije 
BPE: zelena krivulja prikazuje rezultate BPE brez dodanega RU-486, ki so normalizirani na 
negativno kontrolo 0,1-% DMSO v testnem mediju s 5 µM flutamidom, siva krivulja pa 
prikazuje rezultate BPE z dodanim 1 µM RU-486, ti pa so normalizirani na vrednost kontrole 




Slika 8: Graf prikazuje relativno transkripcijsko aktivnost luciferaze v odvisnosti od 
koncentracije BPE. Krivulja, obarvana zeleno, prikazuje rezultate celic, tretiranih s samim 
BPE. Krivulja, obarvana sivo, prikazuje rezultate celic, tretiranih z BPE + 1 µM RU-486. 
Rezultati za krivulji niso normalizirani na enaki kontroli – zelena krivulja (BPE) je 
normalizirana na vrednost kontrole 0,1-% DMSO v testnem mediju + 5 µM flutamid, siva 
krivulja (BPE + RU-486) pa na kontrolo 1 µM RU-486 + 5 µM flutamid. 
Kot je razvidno iz grafa na sliki 8, sam BPE z višanjem koncentracije poviša aktivnost 
luciferaze (na grafu je najvišja prikazana koncentracija 75 µM). Pri BPE, ki smo mu dodali 
1 µM RU-486, pa se z višanjem koncentracije BPE aktivnost luciferaze znižuje. RU-486 je 
antagonist na GR, deluje pa tudi kot delni agonist – če smo celice tretirali s samim RU-486, 
smo pri rezultatih testa zaznali povišano aktivnost luciferaze. Če smo celice tretirali z znanim 
agonistom na GR (npr. HC) in dodali še RU-486, pa je prišlo do znižanja aktivnosti 
luciferaze, saj je RU-486 tekmoval s HC za vezavo na GR in deloval antagonistično. Na 
podoben način smo želeli preveriti, ali je BPE res agonist na GR. Ker smo pri celicah, 
tretiranih istočasno z BPE in RU-486, z višanjem koncentracije BPE dobili vedno nižjo 
aktivnost luciferaze, lahko na podlagi rezultatov tega testa sklepamo, da BPE povzroča 
zvišanje aktivnosti luciferaze preko delovanja na GR. 
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V literaturi nismo našli študij, ki bi podprle naše ugotovitve. BPE na celični liniji CHO-K1 
ni izražal nobenega učinka na GR (23). V raziskavi iz leta 2018 so v vzorcih človeškega 
seruma uspeli kvantificirati BPE v 55 % vseh preiskovanih vzorcev, povprečna 
koncentracija BPE pa je bila 0,154 ng/mL, kar znaša 0,64 nM (31), to pa je približno 150-
krat nižje od naše najnižje preiskovane koncentracije. 
4.2.4 Aktivnost bisfenola AP na GR 
BPAP smo najprej testirali pri začetnih koncentracijah 25 µM in 10 µM, kjer je izkazoval 
antagonistično delovanje. V povprečju je RTA znašala 30,65 % pri 25 µM ter 54,75 % pri 
10 µM. Za namene določanja koncentracijske krivulje smo BPAP naknadno testirali še pri 
naslednjih koncentracijah, kjer so bili rezultati sledeči (v oklepaju je pri vsaki koncentraciji 
naveden odstotek povprečne RTA): 5 µM (80,42 %), 2,5 µM (83,04 %), 1 µM (87,33 %) in 
100 nM (86,54 %). Koncentracij, višjih od 25 µM, nismo mogli testirati zaradi slabe topnosti 
spojine v testnem mediju. Kot je razvidno na spodnjem grafu (slika 9), BPAP dosega 
pozitiven rezultat za antagonistično delovanje le pri koncentracijah 25 µM in 10 µM. Pri 
nižjih koncentracijah prav tako zaznamo znižanje RTA, ki je še vedno statistično značilno, 
vendar ta ne pade pod 70 %, ki predstavlja mejo za pozitiven rezultat za antagonistično 
delovanje. Slika 10 prikazuje koncentracijsko odvisnost aktivnosti luciferaze od 
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Slika 9: Na grafu so prikazani rezultati luciferaznega testa za določanje antagonističnega 
delovanja spojine BPAP - na y osi je prikazana relativna transkripcijska aktivnost (RTA % 
± SD). Rezultati so normalizirani glede na vrednost kontrole 0,1-% DMSO v testnem mediju 
+ 500 nM HC, ki predstavlja 100-% aktivnost (označeno s črno črtkano črto). Z rdečo polno 
črto je prikazana meja za pozitiven rezultat za antagonistično delovanje – vsaj 30-% znižanje 
aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, tj. pod 70 %. Na grafu je označena tudi statistično 
značilna razlika med posamezno koncentracijo in kontrolo: *: p ≤ 0,05; **: p ≤ 0,01; ***: 




Slika 10: Na grafu je prikazana relativna transkripcijska aktivnost luciferaze v odvisnosti od 
logaritemske vrednosti koncentracije BPAP. 
Na podlagi našega eksperimentalnega dela smo za BPAP določili tudi logIC50 = –4,80 oz. 
IC50 = 15,75 µM in logIC30 = –5,04 oz. IC30 = 9,17 µM. V literaturi smo našli rezultate 
študije, narejene na celični liniji CHO-K1, kjer je BPAP deloval šibko antagonistično na GR, 
in sicer z RIC20 = 3,5 µM in RIC50 = 8,1 µM (23), na celični liniji MCF-7 pa na GR ni 
izkazoval nobenega učinka (47). 
4.2.5 Aktivnost bisfenola B na GR 
BPB smo v okviru začetnega presejalnega testiranja testirali pri začetnih koncentracijah 50 
µM in 10 µM. V povprečju je vrednost RTA znašala 26,85 % pri 50 µM in 68,62 % pri 10 
µM. Za namene določanja koncentracijske krivulje smo nato BPB testirali še pri naslednjih 
koncentracijah (v oklepaju je pri vsaki koncentraciji naveden odstotek povprečne RTA): 25 
µM (49,87 %), 5 µM (85,23 %) in 1 µM (93,38 %). Kot je razvidno na spodnjem grafu (slika 
11), je BPB dosegel pozitiven rezultat za antagonistično delovanje, tj. znižanje aktivnosti 
luciferaze pod 70 % glede na kontrolo, pri treh koncentracijah – 50 µM, 25 µM in 10 µM. 
Na podlagi našega eksperimentalnega dela smo za BPB določili tudi logIC50 = –4,61, oz. 
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IC50 = 24,55 µM in logIC30 = –4,91 oz. IC30 = 12,23 µM. Slika 12 prikazuje koncentracijsko 
odvisnost aktivnosti luciferaze od logaritmirane vrednosti koncentracije BPB. 
 
Slika 11: Na grafu so prikazani rezultati luciferaznega testa za določanje antagonističnega 
delovanja spojine BPB - na y osi je prikazana relativna transkripcijska aktivnost (RTA % ± 
SD). Rezultati so normalizirani glede na vrednost kontrole 0,1-% DMSO v testnem mediju 
+ 500 nM HC, ki predstavlja 100-% aktivnost (označeno s črno črtkano črto). Z rdečo polno 
črto je prikazana meja za pozitiven rezultat za antagonistično delovanje – vsaj 30-% znižanje 
aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, tj. pod 70 %. Na grafu je označena tudi statistično 
značilna razlika med posamezno koncentracijo in kontrolo: *: p ≤ 0,05; **: p ≤ 0,01; ***: 




Slika 12: Na grafu je prikazana relativna transkripcijska aktivnost luciferaze v odvisnosti 
od logaritemske vrednosti koncentracije BPB. 
V literaturi smo našli rezultate študije, narejene na celicah CHO-K1, kjer je BPB prav tako 
deloval antagonistično na GR, in sicer z RIC20 = 5 µM in RIC50 = 9,3 µM (23). Ti rezultati 
so v približno enakem velikostnem razredu kot rezultati našega eksperimentalnega dela. Pri 
pregledovanju literature o koncentraciji bisfenolov v različnih bioloških vzorcih je imel med 
vsemi bisfenoli, ki smo jih v nalogi preiskovali, BPB najvišjo izmerjeno koncentracijo v 
serumu – povprečna vrednost je bila 5,15 ng/mL (25), kar znaša 0,02 µM BPB, to pa je 50-
krat nižja koncentracija od naše najnižje preiskovane koncentracije. 
4.2.6 Aktivnost bisfenola P na GR 
BPP smo v okviru začetnega presejalnega testiranja najprej testirali pri koncentracijah 25 
µM in 10 µM. Pri 25 µM je spojina delovala citotoksično na celice, zato luciferaznega testa 
pri tej oz. višjih koncentracijah nismo izvajali. Pri koncentraciji 10 µM je RTA v povprečju 
znašala 54,33 %. To je nakazovalo na potencialno antagonistično delovanje BPP na GR, zato 
smo v nadaljevanju izvedli luciferazni test še pri nižjih koncentracijah (v oklepaju je pri 
vsaki koncentraciji naveden odstotek povprečne RTA): 5 µM (72,03 %), 2,5 µM (80,83 %), 
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1 µM (90,67 %) in 100 nM (95,33 %). Kakor je razvidno iz končnih rezultatov (slika 13), je 
BPP dosegel mejo za pozitiven rezultat za antagonistično delovanje le pri 10 µM, zato lahko 
sklepamo, da ima pri tej koncentraciji šibek antagonistični učinek. Pri koncentracijah 5 µM 
in 2,5 µM je bila aktivnost luciferaze prav tako značilno znižana, a ne pod 70 %, kar je meja 
za pozitiven rezultat za antagonistično delovanje. Na podlagi dobljenih rezultatov smo 
izrisali tudi krivuljo koncentracijske odvisnosti, ki jo ponazarja graf na sliki 14. Na podlagi 
našega eksperimentalnega dela smo za BPP določili tudi logIC50 = –4,89 oz. IC50 = 13,04 
µM in logIC30 = –5,22 oz. IC30 = 5,98 µM. 
 
Slika 13: Na grafu so prikazani rezultati luciferaznega testa za določanje antagonističnega 
delovanja spojine BPP - na y osi je prikazana relativna transkripcijska aktivnost (RTA % ± 
SD). Rezultati so normalizirani glede na vrednost kontrole 0,1-% DMSO v testnem mediju 
+ 500 nM HC, ki predstavlja 100-% aktivnost (označeno s črno črtkano črto). Z rdečo polno 
črto je prikazana meja za pozitiven rezultat za antagonistično delovanje – vsaj 30-% znižanje 
aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, tj. pod 70 %. Na grafu je označena tudi statistično 
značilna razlika med posamezno koncentracijo in kontrolo: *: p ≤ 0,05; **: p ≤ 0,01; ***: 




Slika 14: Na grafu je prikazana relativna transkripcijska aktivnost luciferaze v odvisnosti od 
logaritemske vrednosti koncentracije BPP. 
Rezultati eksperimentalnega dela so v skladu s pričakovanji glede na podatke iz literature in 
študij, ki so že ugotavljale vpliv tega analoga na GR. V študiji, kjer so na enaki celični linji 
ugotavljali delovanje na GR, je BPP pri koncentraciji 5 µM prav tako deloval antagonistično 
in znižal aktivnost luciferaze na okoli 70 % (48), podoben rezultat pa smo dobili tudi mi. Na 
celični liniji CHO-K1 je BPP deloval antagonistično na GR z RIC20 = 1,7 µM in RIC50 = 5,6 
µM, kar je trikrat močneje kot BPA in približno 30-krat šibkeje kot RU-486 (23). Nekaj 
študij je preiskovalo tudi koncentracije BPP v bioloških vzorcih. V serumu je njegova 
koncentracija znašala 0,41 nM (31), kar je približno 250-krat manjša koncentracija od naše 
najnižje testirane. 
Na podlagi rezultatov našega eksperimentalnega dela za antagonistično delovanje spojin in 
izračunanih IC50 za spojine BPAP, BPB in BPP zaključujemo, da je najmočnejše 
antagonistično delovanje na GR izkazoval BPP, nekoliko šibkejše BPAP in najšibkejše BPB. 
Do podobnega zaporedja v jakosti teh treh bisfenolov so prišli tudi v študiji na celični liniji 
CHO-K1 (23). Takšno zaporedje v jakosti je tudi v skladu s predvidevanjem in opažanji, da 
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imajo bolj hidrofobne molekule večjo aktivnost na jedrnih receptorjih. BPP ima vrednost 
logP 7,04, sledi ji BPAP z logP 5,34 in BPB z logP 4,57 (23).  
4.3 Test inhibicije luciferaze 
Da bi preverili, ali so spojine, ki so v okviru antagonističnega testiranja izražale 
antagonistično delovanje na GR, res povzročile znižanje aktivnosti luciferaze preko GR, smo 
spojine BPAP, BPB in BPP, kot je opisano v poglavju »3.7 Test inhibicije luciferaze«, 
dodatno testirali na inhibicijo encima luciferaze. Pri vseh treh spojinah smo testirali 
koncentracije 200 µM, 100 µM, 50 µM in 10 µM. Rezultati testa so prikazani v preglednici 
V. 
Preglednica V: Izmerjena aktivnost luciferaze pri testiranju inhibicije luciferaze 
  Aktivnost luciferaze [%]  
Koncentracija 
spojine [µM] BPAP BPB BPP 
200 69,43 73,21 80,43 
100 86,07 81,73 89,35 
50 85,93 84,94 95,32 
10 96,25 91,68 100,15 
 
Pri vseh testiranih spojinah smo pri visokih koncentracijah zaznali znižano aktivnost 
luciferaze v primerjavi s kontrolo, s padanjem koncentracije pa je aktivnost vedno višja in 
se približuje 100 %. Pomembno je poudariti, da sta koncentraciji 200 µM in 100 µM veliko 
višji od koncentracij, pri katerih smo bisfenole testirali za antagonistično delovanje. Najbolj 
relevantni koncentraciji, saj sta najbližje uporabljanim koncentracijam v testu 
antagonističnega delovanja na GR, sta 50 µM in 10 µM. Pri teh dveh koncentracijah ni 
nobena izmed spojin bistveno znižala aktivnosti luciferaze, zato lahko sklepamo, da so vse 
spojine pri testiranju antagonističnega delovanja znižale aktivnost luciferaze direktno preko 
GR in lahko vpliv pojava inhibicije luciferaze na rezultate antagonističnega testa 
zanemarimo. Na slikah 15 (BPAP), 16 (BPB) in 17 (BPP) so za vsako posamezno spojino 
grafično ponazorjeni rezultati testa inhibicije luciferaze. IC50 za spojino BPAP znaša 4,71 × 
10-4 M, za spojino BPB 1,04 mM ter za spojino BPP 7,85 × 10-4 M. IC10 za spojino BPAP 




Slika 15: Na grafu je prikazana relativna transkripcijska aktivnost luciferaze v odvisnosti od 
logaritemske vrednosti koncentracije BPAP. 





























Slika 16: Na grafu je prikazana relativna transkripcijska aktivnost luciferaze v odvisnosti od 




Slika 17: Na grafu je prikazana relativna transkripcijska aktivnost luciferaze v odvisnosti od 
logaritemske vrednosti koncentracije BPP. 
4.4 Ovrednotenje določanja učinkov analogov BPA na 
glukokortikoidni receptor s celično linijo MDA-kb2 
Pričakovali smo, da bodo nekateri analogi imeli učinek na GR, saj je znano, da ima BPA 
vpliv na tovrstni receptor. Vseeno pa je do danes relativno malo študij preučevalo vpliv 
izbranih sedmih bisfenolnih analogov na GR. Do leta 2019 so bile v znanstvenih 
publikacijah objavljene tri študije, ki so raziskovale in vitro učinek BPAP, BPP in BPF na 
GR ter po dve študiji za BPB in BPE (38). Na osnovi rezultatov našega eksperimentalnega 
dela zaključujemo, da na celični liniji MDA-kb2 analog BPE deluje agonistično na GR, 
analogi BPAP, BPB in BPP pa antagonistično na GR. Pri vseh spojinah smo z dodatnim 
testom izključili možnost, da so spojine povišale oz. zavrle aktivnost luciferaze na kakšen 
drug način in ne preko delovanja na GR. 
Na podlagi naših rezultatov ne moremo enoznačno zaključiti, da bisfenoli v splošnem 
izražajo agonističen ali antagonističen vpliv na GR. Zaradi premajhnega števila do sedaj 
objavljenih raziskav na to temo tudi ne moremo povleči splošnih zaključkov, rezultati si pri 
nekaterih bisfenolih celo nasprotujejo. Pomembno je poudariti tudi to, da smo bisfenole 
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testirali pri mnogo višjih koncentracijah, kot so jih do sedaj izmerili v človeških bioloških 
vzorcih, in da takim koncentracijam v vsakdanjem življenju praviloma nismo nikoli 
izpostavljeni. Vseeno pa so pri in vivo poskusih na živalih okoljsko relevantne koncentracije 
BPA prenatalno povzročile neustrezen razvoj zarodka (29). Kakšen je resničen kumulativen 
vpliv okoljskih koncentracij bisfenolov, ki smo jim izpostavljeni, ne vemo. Kot 
predpostavljajo tudi ostali raziskovalci, ki se ukvarjajo z bisfenoli, je problematična 
predvsem celokupna kronična izpostavljenost različnim motilcem endokrinega sistema v 
nizkih odmerkih (10). Podatki o koncentracijah analogov bisfenolov v krvi in urinu kažejo 
na to, da se ti pogosto pojavljajo v izdelkih, s katerimi vsakdanje rokujemo in jih uživamo, 
koncentracije nekaterih pa ponekod celo presegajo koncentracije BPA. Po drugi strani za 
nekatere izmed njih še nimamo rezultatov biomonitoringa in je trenutna izpostavljenost 
neznanka. Problematični so, ker njihovi učinki niso dovolj preučevani, njihova uporaba je 
večinoma neregulirana, obenem pa se pojavljajo tudi v izdelkih, ki imajo oznako izdelka 
»brez BPA« (15). Kakšen je učinek bisfenolov in vivo, težko zaključimo le na podlagi in 
vitro študij. Živalske študije nekaterih bisfenolov kažejo, da ti izražajo negativne učinke na 
endokrini sistem (npr. plazemska koncentracija 1,7 ng/mL BPA pri brejih miših povzroči 
hude motnje v razvoju pljuč fetusa (29); za primerjavo, koncentracija BPA v plazmi nosečih 
žensk v ZDA je v študiji iz leta 2008 znašala od 0,5 do 22,3 ng/mL (21)), potrebovali pa bi 
več obsežnejših in dolgoročnih študij, ki bi opredelile tveganje za ljudi, saj smo jim 




Bisfenol A je spojina, ki je že desetletja prisotna v našem okolju, njen vpliv na estrogenski 
hormonski sistem pa dobro poznan. Ker so BPA zaradi zaskrbljenosti znanstvene in laične 
javnosti morali umakniti iz določenih proizvodov, so ga nadomestili analogi z bisfenolno 
kemijsko strukturo. Vpliv teh je slabo poznan, je pa vzpodbudno, da število znanstvenih 
publikacij na to tematiko z leti narašča. 
V magistrski nalogi smo ovrednotili in vitro vpliv sedmih različnih analogov bisfenola A na 
glukokortikoidni receptor na celični liniji MDA-kb2. Po opravljenem eksperimentalnem 
delu lahko zaključimo sledeče: 
 Najnižjo citotoksično koncentracijo smo določili analogom BPE, BPP in TMBPF. 
Za BPE je ta znašala 150 µM pri agonističnem testiranju, za BPP 25 µM pri 
agonističnem in antagonističnem testiranju in za TMBPF 25 µM pri agonističnem 
testiranju ter 50 µM pri antagonističnem testiranju. 
 Pri testiranju agonističnega delovanja na GR je pozitiven rezultat za tovrstno 
delovanje dosegla samo spojina BPE. 
 Tako smo lahko določili EC50 za spojino BPE, ki znaša 13,65 µM. 
 S pomočjo dodatnega testa s spojino RU-486 smo potrdili domnevo, da BPE zviša 
aktivnost luciferaze preko delovanja na GR. 
 Bisfenolom BPAP, BPB in BPP smo določili antagonistično delovanje na GR. 
 IC50 za spojino BPAP znaša 15,75 µM, za BPB 24,55 µM in za BPP 13,04 µM. 
 Glede na določene vrednosti IC50 v našem eksperimentalnem delu lahko zaključimo, 
da je najbolj potenten antagonist na GR BPP, najmanj pa BPB, kar korelira s 
hidrofobnostjo njihovih kemijskih struktur. 
 Z dodatnim testom inhibicije luciferaze smo ugotovili, da bisfenoli BPB, BPP in 
BPAP lahko zavirajo encim luciferazo, vendar le pri visokih koncentracijah (200 µM 
in 100 µM), zato lahko vpliv njihovega delovanja na rezultate antagonističnega 
testiranja zanemarimo. 
Agonistično in antagonistično delovanje analogov BPA smo določali na celični liniji MDA-
kb2, za dokončno potrditev tovrstnega delovanja in posledice izpostavitve tem spojinam pa 
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Priloga 1: Podatki o uporabljenih reagentih – podani sta okrajšava in številka CAS, če ju 
reagent ima, proizvajalec ter kataloška številka produkta (Catalog number) 
Reagent Okrajšava CAS Proizvajalec Kataloška številka 
Cell Culture 
Lysis 5x Reagent CCLR  Promega E153A 
Reporter Lysis 
Buffer RLB  Promega E397A 
Dimethyl 




PBS  Sigma D8537 
Fetal Bovine 




CS-FBS  Gibco 12676-029 
Penicillin-
Streptomycin   Sigma P0781 
Trypan Blue  72-75-1 Sigma T8154 
L-15 Medium 
(Leibovitz)   Sigma L4386 
Luciferase Assay 
System   Promega E1501 
TrypLE Express   Gibco 12604013 
Flutamid  13311-84-7 Sigma F9397 
Resazurin  62758-13-8 Sigma R7017 
 
